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ABSTRACT  
L’antibiotico-resistenza (AMR) è un problema diffuso a livello globale. Tra i patogeni che mostrano 
spiccata multi-resistenza (MDR) sono rilevanti Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii 
responsabili di infezioni correlate all’assistenza e Salmonella enterica non tifoidea di quelle a 
trasmissione alimentare.  
Obiettivo principale del lavoro è stato quello di descrivere le caratteristiche epidemiologiche di AMR 
relative a tali patogeni caratterizzando, con diversi approcci molecolari, ceppi di K. pneumoniae e A. 
baumannii isolati nell’ambito del sistema di sorveglianza ‘Alert organisms’ presso il Presidio 
Ospedaliero (PO)‘A. Cardarelli’ di Campobasso (Regione Molise) e ceppi di S.enterica non tifoidea 
raccolti nelle attività di ispezione del Public Health England, Regno Unito. 
Sono stati analizzati 26 ceppi di K. pneumoniae e 24 di A. baumannii per valutare, mediante 
antibiogramma, il profilo di resistenza (resistotipo) a diversi antibiotici e, mediante PCR, la 
prevalenza di determinanti di AMR (KPC, GES, VIM, IMP, NDM, OXA-48, CTX-M, TEM, SHV;  
GIM, AmpC, OXA-23/24/51/58 solo in A.baumannii, come adeB/J/G/S/M, soxR e craA codificanti 
per sistemi di efflusso. Nei ceppi di K. pneumoniae colistina-resistenti è stata effettuata la ricerca di 
varianti mcr(1-8) e di mutazioni in mgrB mediante sequenziamento. La tipizzazione molecolare è 
stata condotta mediante Pulsed field gel electrophoresis (PFGE), con XbaI per K. pneumoniae e 
ApaI/AscI per A. baumannii, e Multilocus sequence typing (MLST), usando rispettivamente i 
protocolli Pasteur e Oxford. Sono stati analizzati i dati ottenuti mediante Whole genome 
sequencing(WGS) relativi a 74.958 campioni di diversa origine (alimenti, mangimi, acqua, ambiente) 
raccolti nel periodo 2013-18 per determinare la prevalenza di S. enterica non tifoidea e dei serovar e 
di geni di AMR nei soli ceppi provenienti da Regno Unito, Tailandia e Brasile. 
Nei ceppi MDR di K. pneumoniae, è stata confermata la presenza di KPC a livello endemico e 
l’elevata diffusione di VIM, TEM e SHV, implicati nella resistenza ai carbapenemi, mentre la 
resistenza alla colistina (70%) è stata attribuita alla sola presenza di mutazioni puntiformi e inserzioni 
di sequenza (IS5like, ISKpn14) in mgrB. PFGE e MLST hanno identificato rispettivamente un cluster 
epidemico verificatosi nel reparto di terapia intensiva del PO e una maggiore prevalenza del sequence 
type (ST) 512 seguito da ST101, in linea con dati nazionali.  
In tutti i ceppi MDR di A. baumannii, è stata osservata la presenza di OXA-23 e OXA-51, in linea 
con molti studi italiani e nel 30% anche VIM, tipicamente riscontrata in K. pneumoniae. I geni 
codificanti per le pompe di efflusso sono stati individuati in tutti i ceppi, tranne abeM e craA risultati 
assenti. La PFGE ha raggruppato i ceppi in cluster, mentre ST1720 è risultato il clone prevalente, 
sebbene non riscontrato in altri studi italiani.  
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La prevalenza di S. enterica non tifoidea è stata pari all’1,3% e più elevata in campioni di pollo e 
foglie di betel. S. Heidelberg è risultato il serovar maggiormente coinvolto nella diffusione di geni di 
AMR, in accordo con evidenze in letteratura. L’analisi di determinanti di AMR ha riguardato 384 
ceppi includendo quelli da Brasile, Tailandia e Regno Unito. Gli isolati da Brasile hanno mostrato 
un’elevata MDR (a più di 3 classi di antibiotici), dovuta alla presenza di aac(6')-Iy (100%), parC 
(97,2%), tet(A)-1 (94,6%), sul-2 (94,2%) e CMY-2 (75%), associati rispettivamente alla resistenza 
verso aminoglicosidi, fluorochinoloni, tetracicline, sulfametossazolo e β-lattamici. Anche i ceppi 
provenienti da Tailandia hanno mostrato livelli elevati di AMR presentando soprattutto parC (59%) 
e aac(6')-Iy (56%). Negli isolati da Regno Unito è stato riscontrato il livello di AMR più basso e parC 
(70%) e aac(6')-Iy (68,8%) sono stati prevalenti. La differente prevalenza di geni di resistenza è 
plausibilmente associata a diverse strategie per contrastare il fenomeno dell’AMR nel Regno Unito e 
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L’antibiotico-resistenza (AMR) rappresenta un’allarmante priorità di Sanità Pubblica, sia per le 
importanti implicazioni cliniche (aumento della morbilità, letalità, durata della malattia, sviluppo di 
complicanze, epidemie), sia per le conseguenze economiche che ne derivano in ambito sanitario. 
L’emergenza e la diffusione di batteri multiresistenti agli antibiotici limita drasticamente le opzioni 
terapeutiche. In Italia, la situazione è preoccupante, soprattutto a causa di batteri Gram-negativi, come 
Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii, frequentemente isolati nel setting ospedaliero e, 
in particolare, nei reparti di terapia intensiva, che mostrano resistenza anche agli antibiotici di ultima 
linea come i carbapenemi, fino a portare alla riconsiderazione e al riutilizzo di antibiotici di vecchia 
generazione, come la colistina. 
L’antibiotico-resistenza, essendo un fenomeno globale, che riguarda tutte le componenti della vita, 
interessa anche gli alimenti e i patogeni a trasmissione alimentare come Salmonella enterica, le cui 
varianti non tifoidee sono la principale causa di infezioni gastroenteriche nei Paesi industrializzati. 
Tali infezioni, perlopiù auto-limitanti, talvolta necessitano di un trattamento antibiotico, che può 
avere opzioni limitate a causa di ceppi resistenti. L’emergenza della resistenza in batteri zoonotici 
come Salmonella non tifoidea non dipende da un errato uso di antibiotici nell’uomo a scopi 
terapeutici, ma principalmente da un eccessivo uso, spesso in dosi sub-terapeutiche, in ambito 
zootecnico. Quindi, l’antibiotico-resistenza è un fenomeno che riguarda l’intera biosfera, quindi, 
l’uomo, gli animali, le piante e l’ambiente e può essere contrastato solo con un approccio olistico al 
problema e con una visione di insieme denominata ‘One Health’. 
Per fare fronte a questo problema sempre più emergente, in Italia, il Ministero della Salute ha emanato 
il Piano Nazionale di Contrasto all’Antibiotico-Resistenza (PNCAR) 2017-2020, che sottolinea il 
ruolo importante della sorveglianza epidemiologica e i cui effetti potranno essere valutati nel tempo. 
In tale contesto, si colloca il presente lavoro di tesi, che, grazie all’utilizzo di tecniche di genomica, 




contribuisce alla raccolta e analisi di dati epidemiologici sul tema dell’antibiotico-resistenza, anche 
in confronto alle statistiche nazionali e internazionali. In dettaglio, il lavoro ha riguardato lo studio di 
K. pneumoniae e A. baumannii isolati nel setting ospedaliero nella Regione Molise e di Salmonella 
enterica non tifoidea isolati a seguito dei controlli igienico-sanitari effettuati nel Regno Unito e 












Dal 1928, anno in cui Alexander Fleming scoprì la penicillina, gli agenti antimicrobici hanno 
rivoluzionato la medicina moderna e sono diventati essenziali nel garantire la salute dell’uomo e degli 
animali. A causa della loro estrema efficacia e facilità di acquisto, l’utilizzo che è stato purtroppo 
eccessivo e spesso errato. Lo stesso Fleming, durante la cerimonia in cui gli venne consegnato il 
premio Nobel, nel 1945, avvertì il mondo scientifico della possibile insorgenza della resistenza se la 
penicillina fosse stata utilizzata in maniera inappropriata, non necessaria e soprattutto a basso 
dosaggio (Nhung NT et al., 2017). Ciò non ha tardato ad accadere, tanto che nel XXI secolo il 
fenomeno dell’antibiotico-resistenza è diventato un grave problema di salute pubblica a livello 
globale (Prestinaci F et al., 2015; Thanner S et al., 2016; Naylor N et al., 2018; Florez-Cuadrado D 
et al., 2018,), che ha determinato una profonda crisi nell’efficacia dei trattamenti terapeutici, anche 
di infezioni batteriche semplici (McEwen S, Collignon PJ, 2018). Le proiezioni dell'impatto 
dell’AMR per l’anno 2050 prevedono uno scenario catastrofico. Le infezioni sostenute da patogeni 
resistenti agli antibiotici saranno, infatti, la prima causa di morte, determinando 10 milioni di decessi 
ogni anno, più di quelle causate dal cancro oggi che ammontano a 8,2 milioni (O'Neill J, 2016). Molti 
agenti infettivi potrebbero essere sconfitti con successo utilizzando una delle classi di antibiotici 
disponibili, ma hanno raggiunto livelli elevati di resistenza, virtualmente a tutte le classi esistenti 
(McEwen S, Collignon PJ, 2018). 
L'uso eccessivo di antibiotici in molteplici settori (umano, veterinario, agricolo e zootecnico) sono la 
prima causa di tale problema, ma anche quello inappropriato, in termini di scelta inadeguata, dosaggio 
inadatto e scarsa aderenza alle linee guida per il trattamento (McEwen S, Collignon PJ, 2018;  
Prestinaci F et al., 2015), insieme a numerosi fattori biologici (evoluzione batterica), comportamentali 




(autoprescrizione, automedicazione), economici (import-export di cibo), ambientali (inquinamento) 
e sociali (viaggi internazionali e intercontinentali),  che contribuiscono alla diffusione della resistenza 
antimicrobica (Littmann J, Viens A, 2015). 
L’AMR è un fenomeno naturale che si può verificare quando i microrganismi sono esposti ai farmaci. 
Sotto la pressione selettiva degli antibiotici, i batteri sensibili vengono uccisi o inibiti, mentre i batteri 
che sono naturalmente o intrinsecamente resistenti o che hanno acquisito caratteristiche di resistenza 
hanno maggiori possibilità di sopravvivere e moltiplicarsi, nonché di essere selezionati (Prestinaci F 
et al., 2015). Lo sviluppo della resistenza può essere il risultato di mutazioni spontanee o 
dell’acquisizione di geni di resistenza mediante trasferimento genico orizzontale, come coniugazione, 
trasformazione e trasduzione (Blair JM et al., 2015; Elbashir AS et al., 2018; Florez-Cuadrado D et 
al., 2018). Questi trasferimenti possono avvenire nel suolo e nell'acqua, ma anche nel sistema 
digestivo di esseri umani e animali, nonché negli alimenti (Blair JM et al., 2015; Elbashir et AS al., 
2018; Florez-Cuadrado D et al., 2018). 
Negli USA, l’utilizzo degli antibiotici venne introdotto nella pratica dell’allevamento durante il boom 
economico avvenuto dopo la seconda guerra mondiale al fine di sopperire alla richiesta di carne. Tale 
pratica si è presto diffusa in tutto il mondo in quanto consentiva una produzione molto elevata di 
carne (Kahn LH, 2017). L'uso di molti antibiotici nella produzione animale, in dosi sub-terapeutiche 
e con lunghi periodi di esposizione, crea le condizioni ideali per la fissazione dei geni che 
conferiscono resistenza, che possono essere, successivamente, trasmessi ad agenti patogeni umani o 
al microbiota intestinale umano attraverso cibo contaminato o attraverso l’ambiente (Robinson TP et 
al., 2016). Gli antimicrobici sono utilizzati anche nella protezione delle piante e nell'acquacoltura 
(Stockwell VO et al., 2012; Robinson TP et al., 2016). È da sottolineare che questi fattori sono 
esacerbati nei Paesi in via di sviluppo caratterizzati da una legislazione permissiva. L’India, ad 
esempio, è tra i maggiori consumatori di antibiotici umani al mondo (Farooqui HH et al., 2018), 
spesso prescritti dai medici di medicina generale in modo errato, contribuendo alla pressione selettiva 
sui patogeni umani. Inoltre, in questi Paesi, l'uso di materiale fecale di origine animale per la 




concimazione del terreno agricolo è piuttosto frequente e contribuisce alla diffusione dei geni di 
resistenza, veicolati da cibo e falde acquifere (Verraes C et al., 2013). Gli alimenti possono essere 
contaminati da batteri resistenti e/o che acquisiscono geni di resistenza agli antimicrobici in altri 
modi; ad esempio, prodotti animali possono contenere batteri resistenti a causa di una contaminazione 
fecale avvenuta durante la macellazione (Florez-Cuadrado D et al., 2018). Gli alimenti possono anche 
essere soggetti a contaminazione crociata dall'ambiente o dopo la trasformazione o da altri alimenti 
durante la manipolazione da parte del consumatore (Verraes C et al., 2013). Alcuni prodotti alimentari 
possono essere ingeriti senza alcun trattamento di trasformazione (cottura) o conservazione (verdure 
fresche, frutta e latte crudo) e possono contenere cellule batteriche vive e vitali al momento 
dell'ingestione. Tutto ciò può comportare un alto rischio di trasferimento di geni. 
Attraverso il processo di selezione darwiniano, quindi, i microrganismi hanno sviluppato meccanismi 
robusti per sfuggire a molte sostanze tossiche (Holmes AH et al., 2015). La maggior parte degli 
antimicrobici sono prodotti naturalmente da microrganismi, tra cui funghi e batteri saprofiti, o sono 
derivati da modificazioni artificiali di essi; solo pochi farmaci sono interamente sintetici (sulfamidici 
e fluorochinoloni) (Holmes AH et al., 2015). I meccanismi protettivi che i microrganismi 
acquisiscono o mettono in atto includono la prevenzione dell'ingresso o l’estrusione della sostanza e 
la produzione di enzimi che distruggono o modificano l’antimicrobico inattivandolo. Pertanto, 
l’AMR potrebbe essere considerata semplicemente come la lotta darwiniana tra la sostanza 
antimicrobica naturale e i microrganismi. Studi di meta-genomica funzionale di microrganismi del 
suolo hanno mostrato un‘ampia diversità dei determinanti genetici alla base dell’AMR, ma la frazione 
realmente conosciuta e studiata è quella che interessa i patogeni umani e gli antibiotici di uso comune 
(Forsberg K et al., 2014). Un esempio è caratterizzato dalle β-lattamasi, enzimi che inattivano i β-
lattamici, che esistono da milioni di anni, sviluppati come un naturale meccanismo di resistenza dei 
batteri del suolo, che poi si è diffuso al comparto umano (Aminov RI, 2009). In origine, si riteneva 
che la produzione di molecole antimicrobiche da parte di ogni microrganismo servisse a “difendere 




il territorio” inibendo la crescita di microorganismi vicini, fornendo un vantaggio competitivo 
nell'ambiente locale, ma alcuni studi suggeriscono un'interazione più complessa.  
La concentrazione di molecole antimicrobiche nel suolo sembra essere, infatti, troppo bassa per 
inibire la crescita di altri batteri; in secondo luogo, concentrazioni sub-letali degli antimicrobici hanno 
effetti sostanziali sulla fisiologia dei batteri, aumentando il tasso di evoluzione microbica adattiva e 
possibilmente fungendo da molecole di segnalazione (Andersson D, 2014). Per alcuni batteri saprofiti 
che producono carbapenemi, ad esempio, i geni implicati nella sintesi di tali antibiotici potrebbero 
anche avere un ruolo nel ‘quorum-sensing’, cioè un sistema di regolazione trascrizionale dipendente 
dalla densità cellulare attraverso il quale una colonia microbica coordina la crescita e l'espressione 
genica, oppure nella formazione di biofilm (Holmes AH et al., 2015).   
  




2.2. L’approccio ‘One Health’ 
 
Nel 2001, l'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha descritto l’AMR come un problema 
globale che richiede una risposta globale (WHO, 2001). 
L'approccio “One Health”, definito dall'American Veterinary Medical Association nel 2008 come 
'[...] lo sforzo collaborativo di più discipline – che lavorano a livello locale, nazionale e globale - per 
raggiungere una salute ottimale per le persone, gli animali e l’ambiente [...] ', ritiene che la salute 
dell'uomo, degli animali e dell'ambiente sia collegata come quella di un organismo unico. Oltre ad 
essere un problema di ‘One Health’, l’AMR è un problema di ‘One World’ a causa della 
globalizzazione del sistema di approvvigionamento alimentare, con un crescente movimento di 
bestiame e prodotti agricoli, combinato con un aumento dei viaggi internazionali ed intercontinentali, 
che facilita la rapida diffusione e la combinazione/associazione di geni di AMR emergenti (Robinson 
TP et al., 2016). Le aree di lavoro in cui un approccio ‘One Health’ è particolarmente rilevante 
includono la sicurezza alimentare, il controllo delle zoonosi, ovvero malattie che possono trasmettersi 
da animali all’uomo (salmonellosi non tifoidee) e la lotta alla resistenza agli antibiotici (World Health 
Organization, 2019; CDC, 2019). 
 
 
2.2.1. Uso di antimicrobici nell’uomo, in animali e nelle piante 
 
Per fronteggiare il problema dell’AMR, è necessario limitare il più possibile l'uso degli antibiotici al 
fine di preservarne l’efficacia (Littmann J et al., 2015); tuttavia, in molte regioni del mondo, non è 
ancora garantito un accesso adeguato agli antibiotici ed il costo dei farmaci è spesso proibitivo 
(Laxminarayan R et al., 2013). Allo stesso tempo, la metà della produzione mondiale di antibiotici 
viene ancora utilizzata nell'allevamento di animali e specie ittiche, contribuendo a selezionare 




serbatoi di batteri resistenti e ad aggravare ulteriormente il problema (Bengtsson B, Greko C, 2014; 
European Medicines Agency, 2014). 
Alcune classi di sostanze antimicrobiche sono riservate più o meno esclusivamente all'uomo, in 
particolare quelle utilizzate per il trattamento della tubercolosi (isoniazide) o altre infezioni per le 
quali gli animali non sono in genere trattati (bovini con tubercolosi bovina, generalmente distrutti 
anziché trattati), altri, invece, sono limitati all'uso veterinario (flavofosfolipoli, ionofori), 
principalmente a causa della tossicità per l'uomo. Tuttavia, la maggioranza delle classi antimicrobiche 
viene utilizzata sia nell'uomo sia negli animali, compresi quelli domestici, uccelli, pesci e crostacei 
d'allevamento e api (Van Boeckel TP et al., 2015; European Medicines Agency, 2016; Food and 
Agriculture Organization, 2016). Nell'orticoltura, per il trattamento e la profilassi delle infezioni 
batteriche di frutta, come mele e pere sono talvolta utilizzate le tetracicline, la streptomicina e altri 
antimicrobici (Vidaver AK, 2002). Nell’uomo, gli antimicrobici sono usati principalmente per il 
trattamento delle infezioni, ma esiste anche un limitato uso profilattico (post-chirurgia) o nei gruppi 
maggiormente a rischio di infezione durante eventi epidemici (prevenzione della malattia 
meningococcica). Nella medicina veterinaria, specialmente negli animali, le pratiche di uso 
antimicrobico sono sostanzialmente simili a quelle nell'uomo (Sykes JE, 2013; Giguère S et al 2013). 
Nel caso di animali destinati al consumo umano, invece, l’uso ‘terapeutico’ prevede la 
somministrazione del farmaco all’intero gruppo, anche quando solo alcuni animali sono clinicamente 
infetti. L’uso ‘profilattico’ avviene quando non sono presenti animali malati, ma sono ad alto rischio 
di infezione batterica clinica a causa dell’esposizione ad agenti infettivi (miscelazione di animali di 
diversa provenienza), scarse condizioni igienico-sanitarie o altri fattori (età, stress del trasporto) 
(McEwen S, Collignon PJ, 2018).  La profilassi antimicrobica in gruppi di persone è rara ed è 
generalmente limitata alla gestione di infezioni gravi e altamente trasmissibili come la malattia 
meningococcica. Il tipo più controverso di trattamento di gruppo negli animali da consumo è la 
somministrazione di antibiotici di massa a basso dosaggio e a lungo termine ai fini della promozione 
della crescita, in quanto tali molecole hanno la capacità di modificare parzialmente il metabolismo 




animale, aumentando la capacità di convertire il mangime in massa corporea (Zuraw L, 2014).  
L’OMS ha sostenuto la cessazione dell'uso di antimicrobici a tale scopo (O’Neill J, 2016). Questa 
pratica è stata vietata in Europa e altrove e progressivamente eliminata (European Union (EU), 
2015/C 299/04).  
 
 
2.2.2. L’impatto dell’antibiotico-resistenza 
 
L’impatto dell’AMR in termini di mortalità e costi sanitari è abbastanza difficile da stimare. Secondo 
i Centers for Desease Contol and Prevention (CDC) degli Stati Uniti più di 2 milioni di persone sono 
affette ogni anno da infezioni sostenute da batteri resistenti agli antibiotici e di questi circa 23.000 
muoiono a causa di esse (CDC, 2013). L’European Centre for Disease Prevention and Control 
(ECDC) ha stimato che in Europa, ogni anno, il numero di infezioni e decessi dovuti a batteri 
multiresistenti (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Streptococcus 
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) sia rispettivamente pari a 400.000 
e 25.000 (ECDC/EMEA, 2009). È stato, inoltre, stimato che il carico economico complessivo della 
resistenza agli antibiotici sia di almeno 1,5 miliardi di euro, con oltre 900 milioni di euro di costi 
ospedalieri (ECDC/EMEA, 2009). L'OMS ha da tempo riconosciuto la necessità di uno sforzo globale 
coordinato per contenere l’AMR. Nel 2001, la strategia globale ha fornito un quadro di interventi per 
rallentare l'emergenza e ridurre la diffusione di microrganismi resistenti agli antimicrobici (World 
Health Organization, 2001). Nel 2012, l'OMS ha pubblicato ‘The Evolving Threat of Antimicrobial 
Resistance-Option for Action’ (World Health Organization, 2012; Prestinaci F et al., 2015) che 
propone una combinazione di interventi che includono il rafforzamento dei sistemi sanitari e la 
sorveglianza; il miglioramento dell'uso degli antimicrobici nel contesto ospedaliero e nelle comunità; 
la prevenzione e il controllo delle infezioni; lo sviluppo di nuovi farmaci e vaccini adeguati e 
l’impegno politico. Nell'aprile 2014, l'OMS ha pubblicato il primo report globale sulla sorveglianza 




della resistenza antimicrobica in cui sono stati riportati i dati trasmessi da reti di sorveglianza 
nazionali e internazionali (World Health Organization, 2014) ed utilizzati per orientare sia le scelte 
terapeutiche, sia per comprendere le tendenze dell’AMR, per identificare le aree prioritarie per gli 
interventi e per effettuare il monitoraggio dell'impatto degli interventi sul contenimento. La mancanza 
di un'adeguata sorveglianza in molte parti del mondo lascia grandi lacune nella conoscenza 
complessiva della distribuzione e della portata di questo fenomeno. 
 
  




2.3. La stewardship antimicrobica  
 
Gli antibiotici sono farmaci unici che presentano un impatto 'ecologico' notevole, in cui la 
prescrizione a un singolo paziente può influenzare lo stato di colonizzazione/infezione di molti altri 
(Menichetti F et al., 2018). Poiché le proiezioni riguardo l’AMR, parzialmente causata da un 
eccessivo uso degli antibiotici, non sono ottimistiche, la prescrizione di antibiotici dovrebbe basarsi 
su un processo razionale, valutando le informazioni epidemiologiche, microbiologiche, cliniche e 
farmacologiche disponibili. In Italia, la situazione è particolarmente difficile, poiché la resistenza ai 
carbapenemi da parte di Enterobacteriaceae e batteri Gram-negativi non fermentanti ha raggiunto 
valori iper-endemici (Rapporti ISTISAN 17-18). 
Il termine ‘antimicrobial stewardship’ si incontra in diversificati contesti, dai programmi di gestione 
antimicrobica negli ospedali e nella comunità, in ambito veterinario, nell’approccio ‘One Health’ e 
nel quadro di amministrazione globale dell'OMS (Dyar O et al., 2017). Il primo articolo in cui si fa 
riferimento all ‘antimicrobial stewardship’ è stato pubblicato negli Stati Uniti nel 1996 da John E. 
McGowan Jr e Dale N. Gerding, i quali hanno posto l’accento sul concetto che gli antimicrobici sono 
una preziosa risorsa non rinnovabile; il termine prevedeva la prescrizione appropriata degli 
antimicrobici, evitandone un uso inutile, anche se in quel periodo l’obiettivo esclusivo era il 
contenimento dei costi (Dyar O et al., 2017). 
Molto spesso il termine si concentra solo sulle prescrizioni mediche, ma sta via via assumendo il 
concetto di strategia, ovvero una serie di azioni coerenti che promuovono l'uso responsabile degli 
antibiotici. Le azioni specifiche variano a seconda dello stakeholder, ma condividono molti punti in 
comune a diversi livelli all'interno di un sistema sanitario, nonché tra salute umana e animale.  
Secondo il PNCAR 2017-2020 per contrastare efficacemente il fenomeno dell’AMR sono necessari 
interventi sui diversi settori interessati dal fenomeno, in grado di promuovere l’interazione e il 
coordinamento efficace delle azioni ai diversi livelli (nazionale, regionale, locale). Il contrasto 
all’AMR, tuttavia, necessita di una conoscenza accurata del problema, per cui sono necessari 




strumenti atti a valutare l’andamento del fenomeno e di eventuali misure di controllo. Pertanto, la 
sorveglianza dell’AMR rappresenta un punto chiave di tutte le strategie raccomandate per combatterla 
(EU, WHO, FAO, OIE). Le attività di sorveglianza sono di particolare importanza affinché il 
problema sia riconosciuto e affrontato nei diversi ambiti, per la programmazione degli interventi e la 
loro valutazione; per il monitoraggio del fenomeno; per l’identificazione di eventi inattesi pericolosi 
per la salute pubblica, quali cambiamenti nei pattern di AMR (emergenza e diffusione di nuove 
resistenze) e focolai epidemici; per attuare misure di contenimento tempestive e per valutare 
l’efficacia degli interventi di controllo e stewardship messi in atto (PNCAR 2017-20).  
Il programma di ‘antimicrobial stewardship’ in Italia dovrebbe essere indirizzati verso molteplici 
azioni prioritarie (Menichetti F et al., 2018), quali: 
 ottenere una copertura immunitaria, mediante strategie vaccinali, adeguata che avrebbe un impatto 
positivo sull'uso di antimicrobici e, di conseguenza, sulla resistenza antimicrobica; 
 effettuare una profilassi antibiotica appropriata, che può ridurre il rischio di infezione in pazienti 
sottoposti a procedure chirurgiche, evitando un uso indiscriminato che aumenta la pressione 
selettiva e promuove la comparsa di ceppi di AMR (Sinha B et al., 2014); 
 ridurre il rischio di infezioni correlate all’assistenza (ICA), attraverso strategie mirate al controllo 
delle infezioni soprattutto nelle popolazioni sensibili, sia negli ospedali per acuti, sia nelle strutture 
di lungodegenza;  
 evitare l’uso non necessario di antibiotici negli animali e nell'agricoltura, che causerebbe lo sviluppo 
di batteri resistenti agli antibiotici e la selezione di geni di resistenza che possono essere trasferiti 
alle persone attraverso la contaminazione ambientale (Marshall BM, Levy SB, 2011); 
 usare biomarcatori per monitorare il decorso clinico e la risposta agli antibiotici e guidare la terapia 
(David N et al., 2017); 




 ottenere diagnosi microbiologiche precoci, affinché le ospedalizzazioni e il consumo di antibiotici 
siano minori, con risparmio economico e riduzione della pressione selettiva (Buehler SS et al., 
2016); 
 ridurre l’utilizzo di antibiotici ad ampio spettro di azione, in favore di quelli a spettro ristretto, 
permettendo una riduzione della pressione selettiva e una riduzione dei costi; 
 evitare dosaggi di trattamenti antibiotici errati oppure troppo lunghi; 
 investire in supporto amministrativo e risorse umane. 
Un esempio interessante di contenimento di un focolaio epidemico da K. pneumoniae produttore di 
carbapenemasi (KPC) si è verificato in Israele, grazie all’applicazione di misure di isolamento e 
posizionamento dei pazienti in unità autonome dotate di infermieri dedicati e isolamento obbligatorio 
dei portatori noti a livello ospedaliero (Schwaberet MJ al., 2011). 
 
  





2.4. Le Infezioni Correlate all’Assistenza (ICA) 
 
La scoperta della penicillina da parte di Alexander Fleming, seguita dalla continua scoperta e dall’uso 
di nuovi antibiotici nei decenni successivi, ha aperto alla cosiddetta 'antibiotic era', nella quale la 
gestione delle malattie associate a batteri patogeni era considerata un ovvio successo e le infezioni 
non rappresentavano una minaccia per l'uomo o gli animali (D’Accolti M et al., 2019). Da quel 
momento, l’improprio ed eccessivo uso degli antibiotici ha creato una pressione selettiva 
selezionando ceppi resistenti, in grado di sopravvivere ai trattamenti terapeutici. La resistenza agli 
antimicrobici è particolarmente pericolosa nei soggetti ospedalizzati, poiché durante il ricovero il 5-
15% dei pazienti acquisisce le cosiddette ICA, che sono perlopiù sostenute da microrganismi 
multiresistenti (MDR) (Caini S et al., 2013; Cornejo-Juárez P et al., 2015), sensibili solo a una o due 
classi antimicrobiche (Extensively Drug Resistant - XDR) (Basak S et al., 2016) o sensibili solo a 
uno o due potenziali farmaci attivi o resistenti a tutti gli agenti antibatterici disponibili (Pan Drug 
Resistant - PDR) (Pontikis K et al., 2014), rendendo molto difficile o impossibile il successo 
terapeutico (Di Tella D et al., 2019). Secondo l’ECDC, in Europa, circa 3 milioni di pazienti 
contraggono almeno una ICA negli ospedali per acuti ogni anno e 37.000 pazienti muoiono come 
conseguenza diretta dell’infezione (European Centre for Disease Prevention and Control 2013; 
Brusaferro S et al., 2015; Cassini A et al., 2016). Di recente, nell'UE, sono stati accertati 426.277 casi 
di ICA da microrganismi resistenti agli antimicrobici ogni anno (Cassini A et al., 2019). In Italia, 
l'incidenza dell'ICA è del 5-10%, con infezioni causate da microrganismi MDR sempre più comuni e 
con un tasso di mortalità del 20-30% (Messineo A, Marsella LT, 2015).  
Esiste un’importante differenza nelle dinamiche di trasmissione tra microrganismi che causano 
malattie infettive classiche e microrganismi resistenti a più farmaci. Diversamente dalle malattie 
infettive classiche (morbillo, tubercolosi, malaria), le ICA causate da batteri resistenti agli antibiotici 
non presentano un periodo di incubazione definito, né prevedono vie di trasmissione naturali (droplet 




aero-disperse, per contatto con goccioline, per via fecale-orale). Questo perché l’ospedale e le nuove 
procedure cliniche (ad esempio, uso di endoscopi, respiratori e cateteri) rappresentano fonti di 
infezione e modalità di trasmissione che non sono state ancora descritte. Per questo, impianti e 
dispositivi medici su cui si formano biofilm, interventi medici invasivi e un microambiente in 
evoluzione sono importanti fattori di rischio (Friedrich A, 2019). Sulla base di numerose osservazioni, 
l'ambiente ospedaliero svolge un ruolo importante nella trasmissione dell'ICA, in quanto rappresenta 
un serbatoio di agenti patogeni, che possono essere facilmente diffusi da pazienti, visitatori e 
personale ospedaliero (D’Accolti M et al., 2019). Infatti, i microrganismi hanno la capacità di 
sopravvivere per lunghi periodi di tempo sulle superfici (Kramer A et al., 2006), da dove possono 
essere facilmente trasmessi ai pazienti tramite contatto diretto o indiretto (Otter J et al., 2013). Appare 
evidente la correlazione diretta tra la contaminazione di superfici e l’insorgenza di ICA, poiché il 
rischio di acquisire un patogeno aumenta quando un paziente viene ricoverato in una stanza 
precedentemente occupata da pazienti colonizzati o infetti da quello specifico agente infettivo 
(D’Accolti M et al., 2019). Staphylococcus aureus, Enterobatteri tra cui Escherichia coli e K. 
pneumoniae, A. baumannii e Pseudomonas aeruginosa sono solo alcuni dei patogeni più comuni 
correlati all'insorgenza di ICA, anche associati all'AMR, che possono persistere a lungo nell'ambiente 
ospedaliero (Grundmann H et al., 2017; D’Accolti M et al., 2019). In particolare, gli Enterobatteri 
che producono beta-lattamasi a spettro esteso e carbapenemasi sono in costante aumento nel setting 
ospedaliero e le infezioni da essi causate sono spesso associate ad una elevata mortalità (Palacios-
Baena ZR et al., 2017; Ripabelli G et al., 2018; Di Tella D et al., 2019). Infatti, gli Enterobatteri 
resistenti ai carbapenemi sono stati inclusi nella lista dei patogeni prioritari a livello globale e sono 
stati classificati come una priorità 'critica' (WHO, 2017). 




2.5. I microrganismi ‘ESKAPE’  
 
Il termine 'ESKAPE' è un acronimo utilizzato per identificare sei batteri patogeni che presentano 
spiccata virulenza ed elevata resistenza agli antibiotici, includendo Enterococcus faecium, S. aureus, 
K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter spp. (Rice LB, 2008). I patogeni 
ESKAPE sono responsabili della maggior parte delle infezioni nosocomiali, sono in grado di sfuggire 
(“escape”) all'azione biocida degli agenti antimicrobici (Rice LB, 2008; Navidinia M, 2016) e sono 
associati ad un alto rischio di mortalità, con conseguente aumento dei costi sanitari (Founou RC et 
al., 2017). L'OMS ha recentemente inserito i patogeni ESKAPE nell'elenco dei 12 batteri contro i 
quali è necessario lo sviluppo di nuovi antibiotici (Tacconelli E et al., 2018) e di questi, in particolare 
A. baumannii, resistente ai carbapenemi, e K. pneumoniae resistente ai carbapenemi e ai beta-
lattamici a spettro esteso, sono inseriti nell'elenco dei patogeni con priorità critica. I meccanismi di 
resistenza caratteristici dei microrganismi ‘ESKAPE’ sono raggruppati in tre categorie: i) 
inattivazione del farmaco comunemente catalizzata da un enzima; ii) modificazione del sito bersaglio 
a cui l'antibiotico può legarsi; iii) riduzione dell’accumulo di farmaco a causa della ridotta 
permeabilità o aumento dell’estrusione mediante pompe di efflusso (Santajit S, Indrawattana N, 
2016). Tali patogeni sono anche in grado di formare biofilm che impediscono fisicamente alle cellule 
del sistema immunitario dell'ospite e agli antibiotici di esplicare la propria attività. I biofilm, inoltre, 
proteggono le cellule dormienti specializzate, chiamate cellule persistenti, che sono tolleranti agli 









2.5.1. Klebsiella pneumoniae  
 
K. pneumoniae è la specie del genere Klebsiella spp. più rilevante dal punto di vista clinico (Pitout 
JDD et al., 2015). È un patogeno opportunista che, in soggetti immunocompromessi, può causare una 
vasta gamma di infezioni, tra cui polmonite, infezione del tratto urinario, batteriemia e meningite, 
soprattutto in individui che soffrono di diabete o neoplasie (Paczosa MK, Mecsas J, 2016).  
K. pneumoniae ha una capsula di polisaccaridi che è importante per la sua patogenesi e la capacità di 
evitare la fagocitosi (Cortés et al., 2002). Lo studio di prevalenza puntuale delle ICA e dell’uso di 
antimicrobici negli ospedali per acuti (Point Prevalence Survey), effettuato nel 2011-2012 
dall’ECDC, ha identificato K. pneumoniae quale responsabile del 6,8% delle ICA, rappresentando la 
seconda specie nelle Enterobacteriaceae dopo E. coli maggiormente isolata nel setting ospedaliero 
(ECDC, 2013). Mentre nel 2005, in tutti i Paesi europei non è stato segnalato alcun isolamento di K. 
pneumoniae resistente ai carbapenemi, durante un periodo di 10 anni (2005-2015), è emersa 
un’elevata prevalenza di ceppi resistenti, raggiungendo tassi del 40-60% (Navon-Venezia S et al., 
2017). Nello studio Top TEn Microrganisms (TOTEM), K. pneumoniae resistente ai carbapenemi è 
stato classificato tra i più critici agenti patogeni resistente agli antibiotici che è causa di infezioni 
nosocomiali, soprattutto nei reparti di terapia intensiva (Rello J et al., 2019). Infatti, è stato riportato 
che su 5331 casi di batteriemia causati da Enterobacteriaceae resistenti ai carbapenemi, il 96,8% è 
attribuibile a K. pneumoniae (Sabbatucci M et al., 2018). A livello EU/EEA, nel 2017, il 34% degli 
isolati di K. pneumoniae notificati all’European Antimicrobial Resistance Surveillance Network 
(EARS-Net) mostrava resistenza almeno ad un gruppo di antibiotici sotto sorveglianza, inclusi i 
carbapenemi (ECDC, 2018). La produzione di carbapenemasi, in particolare di KPC, rappresenta il 
meccanismo prevalente di resistenza ai carbapenemi in K. pneumoniae (Girmenia C et al., 2016; 
Sabbatucci M et al., 2018), seguito dalla produzione delle carbapenemasi GES, NDM, IMP, VIM e 
OXA (Munoz-Price LS et al., 2013). L’isolamento di ceppi di K. pneumoniae positivi a blaKPC ha 
raggiunto dei livelli endemici in Italia; infatti, circa il 90% di ceppi di K. pneumoniae resistenti ai 




carbapenemi sono produttori di KPC, seguiti da blaVIM (9,2%) e blaOXA-48 (1,3%) (Giani T et al., 2015; 
Ripabelli G et al., 2018; Di Tella D et al., 2019).  
In K. pneumoniae, sono spesso presenti anche i geni codificanti per le beta-lattamasi a spettro esteso 
(ESBL), coinvolti nella resistenza alle oximino-cefalosporine e in grado di idrolizzare i beta-lattamici 
(Ghasemi Y et al., 2013). Durante il periodo 1990-2000, K. pneumoniae è diventato il microrganismo 
con produzione di ESBL maggiormente coinvolto negli eventi epidemici nel contesto ospedaliero, 
soprattutto per la produzione di blaTEM e blaSHV (Calbo E, Garau J, 2015). L’aumento della prevalenza 
dei batteri Gram-negativi multiresistenti (MDR) ha causato la riconsiderazione della colistina, 
sopratutto per il trattamento delle infezioni sostenute da K. pneumoniae (Rello J et al., 2019). 
Tuttavia, negli ultimi anni, anche la resistenza alla colistina è significativamente emersa in ceppi di 
K. pneumoniae resistenti ai carbapenemi e con livelli piuttosto alti, che si attestano intorno al 36% 
(Cannatelli A et al., 2014; Jafari Z et al., 2019). Questo tipo di resistenza è dovuta a modificazioni 
strutturali del lipopolisaccaride (LPS) batterico, che rappresenta il target della colistina. Uno dei 
meccanismi di resistenza più frequentemente riportati in K. pneumoniae è rappresentato 
dall’inattivazione del gene mgrB, coinvolto nella down-regolazione del sistema Pmr (Cannatelli A et 
al., 2013; Poirel L et al., 2015). Altri meccanismi di resistenza, che coinvolgono sempre l’LPS, sono 
codificati dai geni mcr che svolgono un ruolo cruciale nella resistenza alla colistina mediata da 
plasmidi (varianti mcr-1,2,3,4,5,6,7,8) (Carattoli A et al., 2016; Barbieri NL et al., 2017; Xavier B et 
al., 2016; Yin W et al., 2017; Borowiak M et al., 2017; Wang X et al., 2018; Yang YQ et al., 2018).  
 
  




2.5.2. Acinetobacter baumannii  
 
I batteri del genere Acinetobacter spp. appartengono alla famiglia delle Moraxellaceae. Essi 
comprendono coccobacilli Gram-negativi, catalasi positivi, ossidasi negativi e non fermentanti. Tali 
microrganismi sono immobili, ma alcuni ceppi mostrano una motilità associata alla presenza di 
fimbrie. Sono microrganismi aerobi stretti, che possono utilizzare una grande varietà di substrati come 
fonte di carbonio e crescono facilmente sui più comuni terreni di isolamento ad una temperatura di 
crescita ottimale di 33-37°C (Kuo S et al., 2006). Come tutti i batteri Gram-negativi, Acinetobacter 
spp. è caratterizzato dalla presenza di una tipica membrana esterna, costituita da un doppio strato 
fosfolipidico, alla quale si trovano ancorati i lipopolisaccaridi e diverse proteine di membrana, tra cui 
le porine che, formando canali idrofili, consentono il passaggio e l’assorbimento di piccole molecole, 
compresi gli antibiotici. I batteri del genere Acinetobacter spp. sono ubiquitari in natura e possono 
essere riscontrati nel suolo, nell’acqua ed in una ampia varietà di alimenti, soprattutto in ambiente sia 
umido. Questi ceppi di origine ambientale spesso presentano meccanismi di resistenza agli antibiotici, 
tra cui produzione di carbapenemasi e ESBL (Al Atrouni A et al., 2016). Sono, inoltre, parte della 
flora batterica umana, colonizzano la cute e le mucose del tratto respiratorio, intestinale e 
genitourinario e vengono comunemente isolati in ambiente ospedaliero (Aoife H et al., 2012). Molte 
specie del genere Acinetobacter spp. sono patogene opportuniste. Tra queste, A. baumannii è senza 
dubbio la specie più importante, che è passato dall’essere ritenuto un batterio con un basso livello di 
patogenicità a rappresentare uno dei patogeni nosocomiali più importanti associato a casi di ICA in 
tutto il mondo, soprattutto nei reparti di terapia intensiva (Lee C et al., 2017; Mohd Sazlly LS et al., 
2019). I primi casi di infezione sostenuti da A. baumanni sono emersi negli anni 60-70’ in parallelo 
con l’utilizzo di cure più intensive (Wong D et al., 2016). Nei decenni successivi, tuttavia, il crescente 
utilizzo della ventilazione meccanica, del catetere venoso centrale e urinario e della terapia antibiotica 
ha causato un aumento della frequenza e della gravità delle infezioni da Acinetobacter (Spellberg B 
et al., 2014; Wong D et al., 2016). La prevalenza di ceppi MDR di A. baumannii in pazienti affetti da 




polmonite ospedaliera si attesta tra il 40 e il 95% ed è associata a mortalità nel 45-85% dei casi 
(Almomani B et al., 2015; Nowak J et al., 2017; Ziółkowski G et al., 2018). Acinetobacter spp. può 
determinare l’insorgenza di infezioni attraverso il contatto con superfici ambientali e la 
colonizzazione transitoria delle mani degli operatori sanitari (Spellberg B, Bonomo RA, 2013).  
Gli isolati di A. baumannii sono sempre più resistenti ai carbapenemi (Poirel L, Nordmann P, 2006; 
Perez F et al., 2007, Souli M et al., 2008; Zarrilli R et al., 2009). Tale resistenza spesso è mediata 
dalla produzione di oxacillinasi (OXA) e meno frequentemente dalle metallo-β-Lattamasi (MβL) 
(Zarrilli R et al., 2009; Azimi L et al., 2013). 
 
 
2.5.3.  Meccanismi di resistenza nei patogeni ‘ESKAPE’  
 
I geni implicati nella resistenza agli antimicrobici possono trovarsi sul cromosoma batterico, su 
plasmidi o essere mediati da trasposoni (Giedraitiene A et al., 2011). I meccanismi di resistenza ai 
farmaci rientrano in diverse grandi categorie, tra cui: a) inattivazione o alterazione del farmaco; b) 
modifica del sito target; c) cambiamenti nella permeabilità della membrana cellulare con conseguente 
riduzione dell'accumulo di farmaci a livello intracellulare; d) aumento dell’estrusione dei farmaci 
dall’ambiente intracellulare mediante pompe di efflusso e formazione di biofilm (Santajit S, 
Indrawattana N, 2016). 
 Inattivazione o alterazione del farmaco 
Molti batteri producono enzimi che modificano e inattivano irreversibilmente gli antibiotici, come 
le beta-lattamasi, enzimi modificanti gli aminoglicosidi o acetiltransferasi cloramfenicolici. Le 
beta-lattamasi agiscono idrolizzando l’anello β-lattamico indispensabile per l’attività di 
penicilline, cefalosporine, monobattami e carbapenemi (Jacoby G, 2009). 
 Modifica del sito target dell’antibiotico  




Alcuni batteri resistenti evitano il riconoscimento da parte degli agenti antimicrobici modificando 
i loro siti bersaglio come avviene nel caso della mutazione del gene che codifica per le proteine 
leganti la penicillina (Penicillin Binding Protein - PBP), enzimi tipicamente ancorati alla 
membrana citoplasmatica della parete cellulare batterica che rappresentano il sito target per il 
legame con la penicillina. In S. aureus resistente alla meticillina (MRSA), ad esempio, la variante 
PBP2a viene espressa maggiormente rispetto ai PBP nativi ed ha una bassa affinità per tutti gli 
antibiotici beta-lattamici, consentendo la sopravvivenza di S. aureus in presenza di alte 
concentrazioni di tali farmaci, inclusa la meticillina, che agisce sulla biosintesi della parete 
cellulare (Tang S et al., 2014). 
 Ridotto accumulo di farmaco a livello intracellulare 
L'equilibrio tra assorbimento ed eliminazione di antibiotici determina la suscettibilità dei batteri a 
un particolare farmaco. Pertanto, ridurre la quantità di antibiotico in grado di passare attraverso la 
membrana cellulare batterica è una strategia utilizzata dai batteri per sviluppare la resistenza agli 
antibiotici. I meccanismi attraverso i quali i batteri raggiungono questo obiettivo comprendono la 
perdita di canali proteici, come le porine sulla membrana esterna, che permettono l’ingresso nella 
cellula a sostanze idrofiliche, tra cui gli antibiotici, e/o la presenza di pompe di efflusso, che 
agiscono estrudendo l’antibiotico. 
 Formazione di biofilm 
I biofilm sono comunità microbiche complesse che si trovano su superfici biotiche o abiotiche, 
impiantate in una matrice di sostanze polimeriche extracellulari. I microrganismi all'interno del 
biofilm possono interagire tra loro e con l'ambiente. I componenti principali della matrice sono le 
sostanze polimeriche extracellulari costituite principalmente da polisaccaridi, proteine, lipidi e 
DNA extracellulare e secrete dai microrganismi (Sharma G et al., 2014). Esistono tre passaggi 
chiave nella formazione del biofilm. Il primo consiste nell’adesione, che si verifica quando le 
cellule raggiungono una superficie e si ancorano al sito. Seguono le fasi di crescita e maturazione, 
che avvengono quando i microrganismi iniziano a generare l'eso-polisaccaride che stabilisce la 




matrice e quindi maturano da microcolonie di cellule multistrato. Il passaggio finale è il distacco, 
che può essere attivo, se originato dal raggiungimento del numero massimo “consentito” di cellule 
(quorum sensing) o dalla degradazione enzimatica della matrice del biofilm, e passivo se causato 
da forze esterne. È probabile che la matrice dei biofilm fornisca uno scudo meccanico e biochimico 
che instaura le condizioni necessarie per attenuare l'attività dei farmaci. In queste condizioni, è 
difficile eliminare i batteri usando antibiotici convenzionali. Inoltre, quando i batteri avvertono 
una scarsità di nutrienti, potrebbero diventare tolleranti agli antibiotici. Questo può spiegare 
l'apparente maggiore resistenza agli antibiotici delle cellule negli strati profondi di un biofilm (i 
batteri estratti dai biofilm e coltivati successivamente recuperano la completa suscettibilità, 
indicando che la resistenza è fenotipica e non genotipica) (del Pozo JL, Patel R, 2010). I più 
comuni patogeni riscontrati nei biofilm in ambito sanitario sono S. aureus, P. aeruginosa, A. 
baumannii e K. pneumoniae (Høiby N et al., 2010). 
 
 
2.5.3.1. I beta-lattamici  
 
I β-lattamici sono una classe molto ampia di antibiotici che, sebbene presentino piccole variazioni 
nella struttura chimica, nello spettro d’azione, nella farmacocinetica e nell’efficienza contro ceppi 
resistenti, condividono il medesimo meccanismo di azione di inibizione della sintesi della parete 
cellulare batterica. Tutti gli antibiotici di questa classe presentano un nucleo funzionale principale, 
un’ammide ciclica nota come β-lattame e un anello a 4 atomi, che può trovarsi come unico 
costituente della molecola oppure associato ad altre strutture cicliche di cinque o sei atomi ed è 
costituito o meno da eteroatomi. In base alla natura del ciclo e alla presenza di eteroatomi, sono 
stati suddivisi in: 
- penicilline, i primi antimicrobici ad essere stati scoperti (Bennett J, Chung K. 2001), costituiti da 
un anello a 5 atomi contenente un atomo di S;  




- cefalosporine, costituiti da un anello insaturo a 6 atomi, con un atomo di S;  
- carbapenemi, costituiti da un anello a 5 atomi, con un doppio legame;  
- monobattami, costituiti da un’ammide ciclica di 4 atomi.  
I β-lattamici bloccano l’attività della transpeptidasi, nota come PBP, enzima responsabile della 
formazione dei legami crociati, necessari per il rafforzamento della struttura del peptidoglicano, 
componente essenziale della parete cellulare che fornisce rigidità, stabilità meccanica e resistenza 
alla lisi osmotica (Cho H et al., 2014). Il blocco viene realizzato attraverso l’interazione 
irreversibile tra l’antibiotico e una serina presente nel sito attivo dell’enzima. Il β-lattamico va a 
mimare la sequenza amminoacidica D-Ala-D-Ala del pentapeptide della catena laterale del 
peptidoglicano, substrato della transpeptidasi, grazie all’omologia sterica presente tra la distanza tra 
il gruppo carbonile e l’ammide ciclica con le due alanine. L’acilazione irreversibile della serina 
transpeptidasi a livello del sito attivo rende inattivo il pentapeptide della catena laterale del 
peptidoglicano, ma contemporaneamente perde la propria struttura β-lattamica. La parete risulta 
indebolita e la cellula batterica diventa suscettibile alla lisi. Le perturbazioni indotte dai β-lattamici 
nella formazione della parete spiegano l’inibizione della crescita. Tali antibiotici, infatti, risultano 
attivi principalmente sui microrganismi in attiva divisione, mentre hanno pochi effetti su quelli in 
fase di latenza. Nei Gram-negativi, tra la membrana esterna e quella citoplasmatica, è presente lo 
spazio periplasmatico che, oltre ad essere sede della parete di peptidoglicano, è anche sede delle 
transpeptidasi e degli enzimi β-lattamasi, capaci di idrolizzare l’anello β-lattamico degli 
antibiotici. L’attacco di questi ultimi ai propri bersagli è reso difficile dall’organizzazione 
strutturale dei Gram-negativi, in quanto l’antibiotico deve attraversare la membrana esterna o per 
diffusione passiva o mediante le porine, mentre nei Gram-positivi sono immediatamente accessibili 








2.5.3.2. I carbapenemi 
 
Tra i diversi β-lattamici, i carbapenemi possiedono il più ampio spettro antibatterico in vitro, non 
solo tra i β-lattamici, ma anche tra le altre classi di antibiotici ed anche un’estesa attività contro i 
batteri sia Gram-positivi, sia Gram-negativi (Papp-Wallace KM et al., 2011). Di conseguenza, sono 
spesso utilizzati come antibiotici di ultima linea in pazienti che hanno contratto infezioni causate 
da batteri patogeni resistenti alla terapia antibiotica di scelta. Tuttavia, la recente comparsa di 
patogeni MDR rappresenta una seria minaccia per l’attività di questa classe di farmaci. 
In seguito alla scoperta delle β-lattamasi, ha avuto inizio la ricerca di inibitori di tali enzimi. Nel 
1976, sono stati scoperti i primi inibitori di β-lattamasi, gli acidi olivanici, prodotti naturali del 
batterio Gram-positivo Streptomyces clavuligerus. Nonostante l’ampio spettro d’azione, tali 
composti sono chimicamente instabili e per questo non sono stati ulteriormente studiati. Da allora, 
sono stati identificati altri due inibitori delle β-lattamasi: acido clavulanico da Streptomyces 
clavuligerus e tienamicina da Streptomyces cattleya. 
Il termine carbapeneme indica un composto chimico con una struttura costituita dall’anello β- 
lattamico della penicillina fuso con un anello pentatomico che ha un atomo di C al posto dell’atomo 
di S in posizione 1, un doppio legame tra C-2 e C-3 e una catena laterale cisto-aminica in posizione 
C-2. La stereochimica di questa catena laterale è una caratteristica chiave dei carbapenemi ed è 
importante per la loro attività. Nonostante la tienamicina abbia dimostrato un ampio spettro 
d’azione e un’attività inibitoria contro le β-lattamasi e sia un prodotto naturale, del quale è stata 
determinata la via biosintetica, le rese del processo di purificazione sono state da sempre molto 
basse. Pertanto, con il tempo la preparazione sintetica di tienamicina ha assunto una maggiore 
importanza. L’instabilità chimica della tienamicina ha stimolato la ricerca di derivati omologhi con 
una stabilità maggiore e tra questi il primo sviluppato è stato l’N-formidoil-tienamicina, nota come 
imipenem. Quest’ultimo e altri carbapenemici strettamente correlati (panipenem) identificato 
successivamente, sono risultati derivati più stabili e meno sensibili all’idrolisi basica in soluzione. 




Nel 1985, l’imipenem è divenuto il primo carbapeneme disponibile per il trattamento di infezioni 
microbiche complesse. Esso ha dimostrato, come il progenitore tienamicina, un’elevata affinità 
per le PBP e una buona stabilità contro le β-lattamasi. Tuttavia, sia imipenem, sia panipenem erano 
suscettibili alla disattivazione da parte di diidropeptidasi (DHP-I), localizzate a livello renale 
nell’uomo. Pertanto, si è resa necessaria la concomitante somministrazione di inibitori, come 
cilastatina e betamipron. Successivamente, sono stati sviluppati altri carbapenemi più stabili e con 
uno spettro d’azione più ampio, quali meropenem, biapenem, ertapenem e doripenem. Una delle 
principali innovazioni è stata l’aggiunta di un gruppo metilico in posizione 1-β poiché risulta 
protettiva rispetto all’idrolisi operata dalla DHP-I (Papp-Wallace KM et al., 2011). Nei 
carbapenemi, l’atomo di C in posizione C-1 svolge un ruolo importante nella potenza dello spettro 
d’azione e nella stabilità contro le β-lattamasi. Inoltre, l’idrossi-etil nella catena laterale R2 
aumenta la resistenza all’idrolisi da parte di β-lattamasi. La configurazione trans dell’anello β-
lattamico al C-5 e C-6 stabilizza ulteriormente la molecola nei confronti dell’idrolisi da parte di β-
lattamasi. I carbapenemi con un residuo di pirrolidina come catena laterale, ad esempio in 
panipenem, meropenem, ertapenem e doripenem, hanno lo spettro antimicrobico più ampio. Come 
altri β-lattamici, i carbapenemi non sono facilmente diffondibili attraverso la parete cellulare 
batterica. In generale, entrano nei Gram-negativi attraverso le proteine della membrana esterna 
(OMP), note anche come porine; dopo aver attraversato lo spazio periplasmatico, acilano in modo 
permanente le PBP, enzimi che catalizzano la formazione del peptidoglicano della parete cellulare, 
agendo da inibitori del dominio peptidasico delle PBP. La loro capacità di legarsi a diverse PBP 
rappresenta una caratteristica chiave dell’efficacia dei carbapenemi. Poiché la formazione della 
parete è un processo dinamico, l’autolisi continua portando all’indebolimento del peptidoglicano e 
alla rottura della cellula batterica a causa della pressione osmotica (Papp-Wallace KM et al., 2011). 
 
 




2.5.3.3. Meccanismi di resistenza  
 
Molti batteri Gram-negativi non-fermentanti (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.), membri 
delle Enterobacteriaceae (Klebsiella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp.) e batteri Gram-
positivi (Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp.) stanno acquisendo resistenza 
alla maggior parte dei carbapenemi clinicamente disponibili. I principali meccanismi alla base di 
tale resistenza comprendono la produzione di β-lattamasi, la sovra-espressione di pompe di 
efflusso, l’acquisizione di mutazioni che alterano l’espressione e/o la funzione delle porine e delle 
PBP. La combinazione di tali meccanismi può determinare elevati livelli di resistenza in alcune 
specie batteriche, come in K. pneumoniae. 
Tra i meccanismi non associati alla produzione di carbapenemasi, un ruolo rilevante è svolto dalla 
la ridotta produzione di porine. La membrana esterna dei batteri Gram-negativi forma una barriera 
idrofoba che protegge la cellula da agenti esterni, quali metalli pesanti e detergenti. Essa contiene 
proteine specifiche, chiamate porine, che formano canali idrofilici i quali consentono 
l'assorbimento selettivo di nutrienti essenziali e altri composti, compresi gli antibiotici. Nelle 
Enterobacteriaceae, le porine principalmente coinvolte nell’ingresso degli antibiotici 
appartengono alle famiglie OmpF o OmpC (Pagès J et al., 2008). Eventuali variazioni nel numero 
o nell'attività delle stesse potrebbero avere effetti a favore della resistenza agli antibiotici. La 
mutazione di un “gatekeeping loop” o canale centrale delle porine, una perdita di espressione o un 
cambiamento nel tipo di porine presenti nella membrana esterna, può diminuire la sensibilità agli 
antibiotici. Inoltre, la loro sintesi può essere regolata in risposta a composti antimicrobici o 
aromatici, attraverso varie reazioni a cascata, che coinvolgono gli operoni mar e sox, con una 
conseguente diminuzione del numero di porine nella membrana esterna (Nikaido H, 2003). 
Negli Enterobatteri, la resistenza ai carbapenemi è stata osservata in seguito all’iper-espressione di 
un gene cromosomico ampC codificante per una cefalosporinasi intrinseca e all’esibizione di 
modifiche nelle porine OmpC o OmpF (Doumith M et al., 2009). Questo meccanismo di resistenza 




ai carbapenemi è stato osservato anche in altri Enterobatteri che non esprimono tale 
cefalosporinasi, come in E. coli, K. pneumoniae e Salmonella spp. In tal caso, la resistenza 
corrisponde alla combinazione dell’espressione di AmpC plasmidiche insieme ad una diminuita 
permeabilità della membrana cellulare (Shin S et al., 2012). I geni ampC portati da plasmidi sono 
spesso associati ad altri geni codificanti per la resistenza ad altri antibiotici (ad esempio, 
aminoglicosidi, tetracicline, sulfamidici) come conseguenza della co-localizzazione dei geni sugli 
stessi plasmidi (Martinez-Martinez L, 2008). Isolati che non producono carbapenemasi ma che 
mostrano resistenza ai carbapenemi sono generalmente meno resistenti agli antibiotici di altre 
famiglie. La resistenza mediata da AmpC non è trasferibile, a differenza dei geni codificanti per la 
maggior parte delle carbapenemasi. Per tale motivo, gli isolati carbapenemi-resistenti che non 
producono carbapenemasi destano minori preoccupazioni rispetto a quelli produttori di 
carbapenemasi in ambito clinico (Nordmann P et al., 2012). 
La resistenza ai β-lattamici viene esplicata attraverso tre principali meccanismi. Il meccanismo più 
comune è la produzione di enzimi che degradano o modificano l’antibiotico prima che possa 
raggiungere il sito di destinazione. In questo caso, la famiglia di β-lattamasi degrada gli antibiotici 
aprendo l’anello β-lattamico e producendo un derivato inattivo. Questi enzimi sono ampiamente 
diffusi tra i batteri Gram-positivi e Gram-negativi. Una volta prodotte, le β-lattamasi sono secrete 
nello spazio periplasmatico nei Gram-negativi, legate alla membrana citoplasmatica, o escrete nei 
Gram-positivi. Il secondo meccanismo è rappresentato dall’alterazione del sito bersaglio 
dell’antibiotico, ovvero delle transpeptidasi, che risultano avere una minore affinità per 
l’antibiotico. Il meccanismo finale è caratterizzato dalla riduzione o dal blocco dell'accesso 
dell'antibiotico al citoplasma mediante alterazione della permeabilità della membrana o 











Le β-lattamasi rappresentano il principale meccanismo di difesa da parte dei batteri Gram-negativi 
contro diverse classi di agenti antimicrobici. Due sono gli schemi di classificazione delle β-
lattamasi. La classificazione strutturale Ambler proposta nel 1980 (Ambler RP, 1980) si basa su 
analogie della sequenza amminoacidica, classificando le β-lattamasi in 4 gruppi, da A a D. Gli 
enzimi dei gruppi A, C e D sono serina-enzimi, mentre quelli del gruppo B sono metallo-enzimi. 
Anche se un approccio strutturale è il modo più semplice per classificare questo insieme eterogeneo 
di enzimi, la classificazione funzionale proposta da Bush nel 1989 (Bush K et al., 1995) e ampliata 
nel 1995, offre l’opportunità di mettere in relazione questi enzimi in base al loro ruolo clinico, 
ovvero fornendo informazioni sulla loro resistenza selettiva alle diverse classi di antibiotici β-
lattamici. Lo schema aggiornato di Bush comprende: 
 Gruppo 1 (classe C) - cefalosporinasi; 
 
 Gruppo 2 (classi A e D) - β-lattamasi inibitori resistenti, β-lattamasi a spettro esteso 
(ESBL) e carbapenemasi a serina; 




2.5.3.3.2. β-lattamasi a spettro esteso (ESBL) 
 
Sebbene non vi sia una precisa ed univoca definizione, le ESBL vengono comunemente definite 
come enzimi portati da plasmidi che conferiscono resistenza a penicilline, cefalosporine di prima, 
seconda e terza generazione, monobattamici (ma non a carbapenemi e cefamicine) e che sono 
normalmente inibiti dagli inibitori delle β-lattamasi, come l’acido clavulanico (Paterson DL et al., 
2005). Tali enzimi derivano dal gruppo 2b (classificazione Bush) delle β-lattamasi (TEM-1, TEM-
2 e SHV-1) e appartengono al gruppo 2be dove la “e” sta ad indicare un esteso spettro d’azione. 
TEM-1 è la β-lattamasi mediata da plasmidi più comune nei bacilli enterici Gram-negativi (E. 




coli), mentre SHV-1 è principalmente prodotto da ceppi di K. pneumoniae. TEM-2 è il membro 
meno comune del gruppo delle β-lattamasi e manifesta caratteristiche biochimiche identiche a 
TEM-1 (Paterson DL et al., 2005). Le ESBL che derivano da TEM-1, TEM-2 o SHV-1 differiscono 
dai loro progenitori per uno o pochi amminoacidi e ciò comporta un cambiamento nell’attività 
idrolitica dell’enzima, il cui spettro d’azione risulta essere ancor più esteso dell’enzima progenitore 
(Paterson DL et al., 2005). 
La prima β-lattamasi mediata da plasmidi, TEM-1, fu descritta nel 1965 ed isolata dal paziente 
chiamato Temoneira (da cui il nome) ad Atene; da allora, si è diffusa in tutto il mondo ed è prodotta 
da numerose specie della famiglia delle Enterobacteriaceae. 
Nei primi anni 80’, in risposta alla crescente prevalenza e diffusione delle β-lattamasi, furono 
introdotte le cefalosporine di terza generazione nella pratica clinica. Tuttavia, è emersa 
rapidamente anche la resistenza a queste molecole e la prima evidenza di un enzima SHV-2 in 
grado di idrolizzare questi antibiotici è stata pubblicata nel 1983 in Germania (Paterson DL et al., 
2005). 
Un altro grande gruppo di enzimi ESBL è rappresentato da CTX-M, che comprende più di 40 
membri, ampiamente diffusi in tutto il mondo. Enterobatteri produttori di enzimi CTX-M sono 
stati isolati principalmente in ambito comunitario, come responsabili di infezioni del tratto urinario 
(Rawat D, Nair D, 2010). 
 
 
2.5.3.3.3. AmpC β-lattamasi 
 
Nella classificazione strutturale Ambler delle β-lattamasi (Ambler RP, 1980), gli enzimi AmpC 
appartengono alla classe C, mentre nello schema di classificazione funzionale di Bush sono 
assegnati al gruppo 1 (Bush K et al., 1995). Questi enzimi possono essere cromosomici o codificati 
da plasmidi. Le β-lattamasi AmpC conferiscono resistenza alle oximino-cefalosporine 
(cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone), alle cefalosporine del gruppo 7-α metossi (cefoxitina o 




cefotetan) e non sono influenzati dagli inibitori delle β-lattamasi (acido clavulanico, sulbactam, 
tazobactam). Inoltre, ACT-1, DHA-1, CMY-2, CMY-10 esibiscono un’attività catalitica per 
imipenem (Jeon JH et al., 2015). Le AmpC β-lattamasi mediate da plasmidi, come quelle espresse 
in K. pneumoniae (CMY-1, CMY-2, CMY-8, CMY-12, MOX-1, MOX-2, FOX-1, FOX-5, LAT-
1, LAT-2, LAT-2b, ACT-1, MIR-1, ACC-1, ACT-3, DHA-2 e DHA-3), differiscono da quelle 
cromosomiche in quanto non sono inducibili e sono tipicamente associate ad AMR.  Le opzioni di 
trattamento per le infezioni causate da organismi che esprimono AmpC sono limitate (Gupta V et 
al., 2012). Tali β-lattamasi sono state osservate frequentemente in ceppi di K. pneumoniae, ma 
anche in altre specie, come Klebsiella oxytoca, Salmonella spp. e Proteus mirabilis. La distribuzione 
globale di tali enzimi è molto ampia: Africa (Algeria, Tunisia), Asia (India, Giappone, Pakistan, 
Corea del Sud), Europa (Francia, Germania, Grecia, Italia, Svezia, Regno Unito), Medio Oriente 
(Arabia Saudita) e America (Stati Uniti, Argentina, Guatemala) 
I geni bla sono presenti su plasmidi differenti, ma spesso coesistono sullo stesso plasmide. Ad 
esempio, il gene codificante per la β-lattamasi ACT-1, ritrovato in isolati clinici, può essere 
correlato con TEM-10 o TEM-26 oppure con SHV-1 o TEM-1. Molti geni di resistenza, inclusi 
quelli appartenenti alle classi Ambler A, B e D sono collocati in cassette geniche con un elemento 
di 59 basi a valle che funge da sito di ricombinazione, diversamente dai geni AmpC, che sono parte 
di un integrone e non sono incorporati in una cassetta genica. Altri geni blaAmpC sono adiacenti 
ad una comune sequenza di inserzione (ISCR1) coinvolta nella mobilitazione genica, tipica degli 
integroni di classe 1 (Jacoby G, 2009). In molti Enterobatteri, la produzione di AmpC è inducibile 










Le carbapenemasi rappresentano la famiglia di β-lattamasi più versatile, con uno spettro d’azione 
molto più ampio rispetto ad altri enzimi idrolitici lattamici. Alcuni ricercatori hanno preferito la 
nomenclatura “enzimi di idrolisi dei carbapenemi” invece che carbapenemasi, in quanto i 
carbapenemi sono solo una piccola parte del loro ampio spettro di substrati (Queenan AM, Bush 
K, 2007). Oltre a idrolizzare β-lattamici e cefalosporine di seconda e terza generazione, come le 
ESBL, riescono ad inattivare anche i carbapenemi. Le carbapenemasi di maggiore interesse 
epidemiologico e clinico per il loro profilo catalitico sono comprese nei gruppi A, B e D 
(Nordmann P, Poirel L 2014). 
Le carbapenemasi possono essere codificate sia da geni (bla) a localizzazione cromosomiale, sia 
da geni trasferibili. Questi ultimi possono “muoversi” fra i microrganismi perlopiù attraverso 
plasmidi e meno frequentemente con il supporto di altri elementi detti trasposoni. 
La resistenza dovuta alle carbapenemasi acquisite è stata evidenziata in ceppi patogeni Gram-
negativi a partire dagli inizi degli anni ’90. Gli isolamenti di bacilli MDR produttori di 
carbapenemasi e responsabili di outbreak in ambito nosocomiale sono rimasti limitati fino alla 
metà del 2000, allorché l’aumento della prevalenza, insieme alla comparsa di nuove varianti 
enzimatiche, ha raggiunto dimensioni epidemiologiche preoccupanti in tutto il mondo. 
Le carbapenemasi, inoltre, presentano attività idrolitiche variabili; enzimi come le metallo-β-
Lattamasi (MβL) e Klebsiella pneumoniae carbapenemasi (KPC) idrolizzano più efficientemente 
i carbapenemi rispetto a Oxacillin-hydrolysing carbapenemases (OXA). Tuttavia, di solito 
l’elevata resistenza ai carbapenemi di ceppi di K. pneumoniae produttori di carbapanemasi è 
associata ad alterazioni della permeabilità della membrana cellulare, indipendentemente dal tipo 
di carbapenemasi. Al contrario, ceppi di K. pneumoniae produttori di tutti i tipi di carbapenemasi 
presentano bassi valori di concentrazione minima inibente (Minimal Inhibitory Concentration - 
MIC) per i carbapenemi (Nordmann P, Poirel L, 2014). Le carbapenemasi sono classificate in 





 Classe A: carbapenemasi a serina 
 
Tra i principali tipi di carbapenemasi di classe A ed importanti da un punto di vista clinico, KPC 
idrolizza una vasta gamma di β-lattamici, tra cui penicilline, cefalosporine, carbapenemi e 
monobattamici (aztreonam), attraverso un meccanismo idrolitico che coinvolge un sito attivo 
contenente una serina in posizione 70. L’attività idrolitica è inibita in vitro da acido clavulanico e 
tazobactam. (Nordmann P et al., 2012). 
Il primo produttore di KPC (KPC-2 in K. pneumoniae) fu identificato nel 1996 in Nord Carolina 
(Yigit H et al., 2001). Nel 1997, è stato isolato in alcuni ospedali di New York City (Bradford PA 
et al., 2004) e da allora ha continuato a diffondersi. Microrganismi produttori di enzimi KPC sono 
stati segnalati negli Stati Uniti (Kitchel B et al., 2009), ma con maggiore prevalenza nella parte 
orientale rispetto a quella occidentale e meridionale. La presenza di ceppi di K. pneumoniae 
produttori di KPC è considerata endemica nelle regioni del Medio Oriente, in Florida e Porto Rico 
e sono diffusi in tutto il mondo. Il primo Paese oltre gli Stati Uniti, che ha registrato un focolaio a 
livello locale è stato Israele (Samra Z et al., 2007). Un forte aumento del numero di isolati 
produttori di KPC in K. pneumoniae è stato registrato negli ospedali di Tel Aviv tra il 2005 e il 
2006, risultati anche geneticamente correlati ai ceppi circolanti negli ospedali statunitensi (Navon- 
Venezia S et al., 2009). Altri Paesi che hanno registrato infezioni sostenute da tale microrganismo 
sono state la Grecia e l’Italia. Nei rapporti ISTISAN 17/18 è stato riportato che il 95,1% e il 77,5% 
rispettivamente di 1681 isolati di K.pneumoniae e di 17 isolati di E. coli è produttore di KPC, 
classificando l’Italia come un Paese iper-endemico per questa carbapenemasi. 
Le carbapenemasi KPC e GES sono codificate da plasmidi e per tale motivo hanno il maggiore 
potenziale di diffusione e trasmissione. Inoltre, sebbene gli enzimi KPC siano prevalentemente 
prodotti da ceppi di K. pneumoniae, sono stati segnalati anche in altre specie, come Enterobacter 
e Salmonella spp. ed E. coli. (Ripabelli G et al., 2019). Le carbapenemasi di tipo KPC idrolizzano 
β-lattamici di tutte le classi, con l'idrolisi più efficiente osservata per nitrocefin, cefalotina, 




cefaloridina, benzilpenicillina, ampicillina e piperacillina. Imipenem, meropenem, cefotaxime e 
aztreonam sono idrolizzati 10 volte meno efficientemente rispetto alle penicilline e cefalosporine. 
Inoltre, l’idrolisi osservata per cefoxitina e ceftazidime risulta debole, ma in ogni caso presente, 
confermando che KPC ha un ampio spettro di azione nei confronti di diversi antibiotici β-lattamici. 
Il trattamento delle infezioni causate da questi organismi è estremamente difficile a causa della 
loro multiresistenza, determinando alti tassi di mortalità (Ripabelli G et al., 2019). 
I geni blaKPC sono portati da plasmidi e le sequenze adiacenti ad essi mostrano una limitata 
diversità, suggerendo la derivazione da una singola fonte. Tali geni sono contenuti nel trasposone 
Tn4401 (Trasposone Tn3), collocati tra sequenze ripetute ed invertite di circa 39 bp e delimitati da 
siti di duplicazione di circa 5 bp. Tale struttura indica che è avvenuto un processo di trasposizione 
replicativa (tipico dei trasposoni del tipo Tn3), che permette la diffusione di sequenze KPC tra 
diverse unità genetiche, portando a distinti plasmidi codificanti per KPC (Tzouvelekis LS et al., 
2012). Ad oggi, sono state descritte più di 20 differenti varianti KPC, ma KPC-2 e KPC- 3 
rimangono le varianti più comunemente identificate (Walther-Rasmussen J, Hoiby N, 2007; Pitout 
JDD et al., 2015). 
Un altro tipo di β-lattamasi è rappresentato dalla carbapenemasi Guiana Extended Spectrum (GES), 
inizialmente considerato un enzima della famiglia ESBL, perché GES-1 non possedeva attività 
carbapenemasica, ma successivamente furono identificate alcune varianti che la possedevano 
sebbene debole. Questi enzimi differiscono per la sostituzione di due amminoacidi e possiedono i 
motivi caratteristici del sito attivo degli enzimi di classe A, con residui di Cisteina nelle posizioni 
69 e 238, riscontrati nella famiglia KPC. I geni codificanti per enzimi GES sono situati in integroni 
su plasmidi. Sono state descritte almeno 9 varianti di GES e GES-2, GES-4, GES-5 e GES-6 hanno 
sostituzioni di Asparagina o Serina in posizione 170, associate all’idrolisi dell’imipenem (Lee SH, 
Jeong SH, 2005; Vourli S et al., 2004). 
 Classe B: Metallo-β-lattamasi 
 
Le Metallo-β-lattamasi (MβL) costituiscono una classe di enzimi (classe B) che, nonostante la loro 




diversità nella sequenza amminoacidica, condividono tre proprietà funzionali, ovvero la capacità 
di idrolizzare i carbapenemi, la resistenza agli inibitori e la sensibilità ad agenti chelanti, come 
EDTA. Quest’ultima proprietà è dovuta al meccanismo di idrolisi, in cui cationi bivalenti, 
generalmente ioni zinco (Zn2+), sono essenziali per l’attacco nucleofilo all’anello lattamico. Lo 
spettro di substrati di tali enzimi è abbastanza ampio: oltre ai carbapenemi, idrolizzano 
cefalosporine e penicilline, ma non sono in grado di idrolizzare aztreonam, per la bassa affinità con 
cui le MβL legano i monobattamici. Ciononostante, vi sono variazioni significative in termini di 
efficienza idrolitica, anche tra enzimi dello stesso tipo. Le prime MβL identificate e analizzate 
erano cromosomali presenti in batteri opportunisti di origine ambientale. I geni codificanti per 
MβL non sono facilmente trasferibili. Le principali proprietà distintive includono la presenza dello 
ione zinco per una efficiente idrolisi del β-lattame e l’assente suscettibilità all’inibizione da parte 
di acido clavulanico e tazobactam. L’analisi filogenetica ha suggerito l’esistenza di tre discendenti 
MβLs: β1 e β3. Il sottogruppo β1 comprende gli enzimi del tipo Verona Integron-encoded Metallo-
β-lactamase (VIM), Imipenem-resistant Pseudomonas (IMP), German Imipenemase (GIM) e New 
Delhi Metallo β-lattamasi (NDM). Di questi, VIM, IMP e NDM sono stati riscontrati in K. 
pneumoniae. Le varianti blaVIM e blaIMP identificate in K. pneumoniae sono presenti come “cassette 
geniche” incorporate in regioni variabili degli Integroni di classe 1, i quali se associati con plasmidi 
o trasposoni facilitano il trasferimento tra batteri. Al contrario, i geni blaNDM non sono associati a 
integroni. Ceppi di K. pneumoniae produttori di VIM sono stati identificati per la prima volta tra 
il 2001 e il 2003 nel Sud Europa, in seguito anche in Nord Europa (Germania, Francia, 
Scandinavia) e negli Stati Uniti, soprattutto da pazienti colonizzati e trasferiti da aree ad alta 
prevalenza. Inoltre, casi sporadici sono stati registrati in Tunisia, Corea del Sud, Venezuela, mentre 
solo in Grecia sono stati registrati eventi epidemici (Queenan AM, Bush K, 2007). 
Il primo ceppo produttore di IMP è stato descritto nel 1990, principalmente in Giappone, ma anche 
in Taiwan e Singapore. Ceppi di K. pneumoniae produttori di IMP-4 hanno anche causato epidemie 




in setting ospedalieri in Cina e Australia (Queenan AM, Bush K, 2007). 
Per quanto riguarda gli enzimi della famiglia NDM, MβL di più recente scoperta, il principale 
serbatoio di eventi epidemici è stato il subcontinente indiano, dove è stata documentata 
ripetutamente un’elevata frequenza di isolamento in strutture di assistenza ed anche una vasta 
diffusione in differenti nicchie ambientali. Il primo ceppo di K. pneumoniae produttore di NDM fu 
identificato in un paziente indiano e residente in Svezia nel 2008, ricoverato per una infezione a New 
Delhi prima di far ritorno in Svezia (Yong D et al., 2009). La recente diffusione di ceppi produttori 
di NDM in Europa Occidentale, America del Nord, Australia e in Estremo Oriente è stata attribuita 
a pazienti provenienti soprattutto da India, Pakistan e Bangladesh (Nordmann P et al., 2011). 
Recentemente, in Italia sono stati isolati ceppi di K. pneumoniae produttori di NDM, a Catania 
(Gona F et al 2019) e in Toscana ed hanno causato un evento epidemico (ECDC, Rapid Risk 
Assessment 2019). 
Dalla prima descrizione di NDM-1 sono state individuate più di 10 varianti di questo enzima, di 
cui la maggior parte ha avuto origine in Asia (Nordmann P, Poirel L, 2014; Pitout JDD et al., 2015). 
La maggior parte dei microrganismi produttori di NDM-1 codifica anche per altri meccanismi di 
resistenza, tra i quali: β-lattamasi AmpC mediate da plasmidi (soprattutto CMY), ESBL (soprattutto 
CTX-M-15), carbapenemasi (VIM e KPC), 16S rRNA metiltrasferasi, determinanti di resistenza 
ai chinoloni mediati da plasmidi, esterasi modificanti i macrolidi e enzimi modificanti rifampicina. 
Di conseguenza, Enterobatteri che producono enzimi di tipo NDM restano più suscettibili ad agenti 
come colistina, fosfomicina e tigeciclina (Nordmann P, Poirel L, 2014; Pitout JDD et al., 2015).  
 Classe D: Oxa-β-lattamasi 
 
Le β-lattamasi di classe D, anche dette OXA (“Oxacillinasi, ovvero idrolizzanti Oxacillina”) 
hanno, nel complesso, un’attività carbapenemasica debole e non sono inibiti da acido clavulanico 
ed EDTA, ma da NaCl. Sebbene la maggior parte delle varianti di β-lattamasi di classe D 
idrolizzanti i carbapenemi siano stati individuati in Acinetobacter spp., OXA-48 è stato trovato 
solo nelle Enterobacteriaceae, soprattutto in ceppi di K. pneumoniae di origine nosocomiale e in 




E. coli a livello extra-ospedaliero. Il primo produttore OXA-48 è stato identificato in un isolato di 
K. pneumoniae isolato in Turchia nel 2003 (Poirel L et al., 2004). Da allora, ceppi produttori di 
OXA-48 sono stati segnalati come responsabili di epidemie nel contesto nosocomiale in Turchia, 
Sud Europa e Africa (Nordmann P et al., 2011). Eventi sporadici ed epidemie ospedaliere sono 
state segnalate anche in Francia, Germania, Spagna, Paesi Bassi e Regno Unito (Nordmann P et 
al., 2011) in seguito al trasferimento di pazienti ospedalizzati da aree endemiche. In Italia, sono 
stati riportati diversi casi di K. pneumoniae ma anche di E. coli produttori di OXA-48 (Giani T et 
al 2012; Gaibani P et al., 2017). Recentemente, è stata segnalata anche la presenza di 2 nuovi 
sequence type (ST) di K. pneumoniae coproduttori di NDM-1 e OXA-48 (Gona F et al., 2019).  
Il gene blaOXA-48 origina da un singolo plasmide di circa 62 kb, presente in diverse specie di 
Enterobatteri. Tale gene è collocato tra due elementi IS1999, coinvolti nella mobilitazione e 
nell’espressione dei geni di resistenza, formando un trasposone funzionale. L’attività idrolitica di 
OXA-48 si basa sulla rotazione nel sito attivo del gruppo α-idrossietil del carbapeneme, in modo 
da consentire il movimento dell’acqua deacilante verso il residuo di serina acilata, che rilascia 
l’antibiotico inattivato dopo la rottura del legame C-N dell’anello lattamico. OXA-48 è in grado 
di idrolizzare anche penicilline e cefalosporine di prima generazione. Altre varianti di OXA-48 
sono emerse in K. pneumoniae: OXA-181 e OXA-163 caratterizzate dalle stesse capacità 
idrolitiche di OXA-48, ma con localizzazione diversa (Tzouvelekis LS et al., 2012; Saoussen O et 
al., 2015). Le OXA-lattamasi sono caratterizzate da un’ampia varietà di sequenze amminoacidiche. 
Tra i gruppi con attività carbapenemasica, è stata osservata una identità amminoacidica tra il 40% 
ed il 70% e all'interno di ogni gruppo l’identità è maggiore o uguale al 92,5%. Come gli enzimi di 
classe A, le carbapenemasi di classe D conservano diversi residui di serina e diversi motivi 
amminoacidici nel dominio catalitico, tipici delle carbapenemasi a serina. In Italia, è stato isolato 
K. pneumoniae produttore di OXA-48 a Catania (Gona F et al., 2019), ma la carbapenemasi OXA-
23 in A. baumannii è diventata la oxacinillasi prevalente che ha raggiunto valori endemici 
(Principe, L et al., 2014).  




2.5.3.3.5. Pompe di efflusso 
 
Le pompe di efflusso sono componenti della membrana batterica che svolgono un ruolo fondamentale 
nel mantenimento dell’omeostasi della cellula e nell’espulsione di composti tossici, compresi gli 
antibiotici (Coyne S et al., 2010). In particolare, esse contribuiscono alla resistenza agli antibiotici 
modulando la loro concentrazione cellulare all’interno delle cellule batteriche. In generale, esistono 
diverse famiglie di pompe di efflusso: 
 RND (Resistance Nodulation Division); 
 SMR (Small Multidrug Resistance); 
 MFS (Major Facilities Superfamily); 
 MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) (Blanchard C et al., 2014). 
Dal punto di vista clinico, la principale famiglia in A. baumannii associata alla resistenza agli 
antibiotici, in particolar modo ai carbapenemi, è la famiglia RND. In questo batterio sono state 
caratterizzate tre pompe di efflusso di questa famiglia:  
 AdeABC: implicata in meccanismi di resistenza multipla ed associata alla resistenza verso 
amminoglicosidi, cefepime, carbapenemi, cloramfenicolo e ad una diminuzione della 
suscettibilità ad altri antibiotici in generale; 
 AdeFGH e AdeIJK associate alla resistenza a tigeciclina (Coyne S et al., 2010). 
L'espressione di queste tre pompe è regolata da meccanismi diversi: il regolatore trascrizionale di tipo 
LysR (AdeL) è responsabile della trascrizione di adeFGH; l'espressione di adeIJK è regolata dal 
regolatore trascrizionale AdeN appartenente alla famiglia TetR; l'espressione di AdeABC è 
controllata da un sistema di regolazione a due componenti, AdeRS (Nowak J et al., 2016). La presenza 
di mutazioni, spesso dovute ad una sovraespressione di adeB e/o di una sequenza di 
inserzione ISAba1 in tale gene, può portare ad una sovraespressione dell'operone AdeABC, 
contribuendo alla resistenza antibiotica (Nowak J et al., 2016). Un regolatore negativo 
dell’espressione genica delle pompe di efflusso è rappresentato da soxR. SoxR è una proteina 
repressiva coinvolta nel fenomeno di multiresistenza nelle Enterobacteriaceae (Li H et al., 2017). 
Tale proteina, prodotta costitutivamente ad un basso livello, attiva l'espressione del gene soxS in 
risposta ad agenti generatori di superossido. L’attività di SoxS è regolata solo dalla sua 




concentrazione intracellulare ed è attribuibile ad una mutazione frameshift (dovuta a un’inserzione o 
delezione di una coppia di basi) che tronca soxR ed è responsabile della resistenza ai fluorochinoloni 
in E. coli (Fàbrega A et al., 2010). In K. pneumoniae, una mutazione in soxR (C375G) provoca una 
sostituzione amminoacidica (N125K) nella proteina SoxR, inducendo la sovraespressione dei sistemi 
di efflusso, caratterizzati fenotipicamente da una multiresistenza (Bialek-Davenet S et al., 
2011). Tuttavia, il contributo di SoxR alla resistenza agli antibiotici in A. baumannii non è stato 
ancora studiato in quanto in nessun ceppo esaminato è stato trovato il gene soxS. Pertanto, si ritiene 
che soxR possa regolare direttamente i geni bersaglio delle pompe di efflusso. La sovraespressione di 
questo regolatore in A. baumannii, oltre ad indurre una riduzione dell’espressione delle pompe di 
efflusso abeS, abeM, adeJ e adeG induce una maggiore suscettibilità a cloramfenicolo, tetraciclina, 
ciprofloxacina, amikacina e trimetoprim, ma non influenza la suscettibilità all’imipenem (Li H et al., 
2017).  
Le pompe di efflusso del tipo RND sono complessi tripartiti, composti da un trasportatore di efflusso 
(RND) localizzato nella membrana interna che interagisce con una proteina di membrana di fusione 
(MFP) ed un fattore di membrana esterno per l’esportazione degli antibiotici attraverso le membrane, 
guidati dalla forza motrice protonica (Coyne S et al., 2010; Nowak J et al., 2015). Tali pompe sono 
particolarmente preoccupanti per la loro capacità di essere attivate anche dopo l'esposizione ad un 
singolo agente antimicrobico (Peleg A et al., 2008). I principali geni della famiglia RND associati a 
meccanismi di resistenza agli antibiotici in A. baumannii sono adeB, adeJ e adeG (Nowak J et al., 
2016).  
Le pompe di efflusso di tipo SMR sono costituite da una proteina di trasporto situata nella membrana 
interna che si occupa dell’estrusione delle sostanze tossiche dalla cellula.  
La principale pompa di efflusso della famiglia SMR è AbeS, associata alla resistenza a numerosi 
composti, tra cui cloramfenicolo, amikacina e ciprofloxacina (Srinivasan VB et al., 2009). La 
principale pompa di efflusso appartenenti alla famiglia MFS è CraA, associata alla resistenza al 
cloramfenicolo. Oltre a questa, ve ne sono altre (CMAA, TetA, AmvA ed AbaF) associate alla 
resistenza a diversi antibiotici. Nello specifico, la pompa di efflusso CMAA è associata alla resistenza 
a cloramfenicolo (Lee CR et al., 2017); TetA è associata alla resistenza alle tetracicline (Ribera A et 
al., 2003); AmvA è associata alla resistenza a differenti classi di antibiotici, disinfettanti, detergenti 




e coloranti (Govindan R et al., 2010); AbaF è associata alla resistenza alla fosfomicina (Sharma A et 
al., 2016 ). La principale pompa di efflusso appartenente alla famiglia MATE è AbeM (Coyne S et 
al., 2010), che conferisce resistenza all’imipenem e a fluorochinoloni, amminoglicosidi, 
cloramfenicolo ed eritromicina (Su XZ et al., 2005; Blanchard C et al., 2014). 
 
 
2.5.3.4. La colistina 
 
La colistina, nota anche come polimixina E, è un lipopeptide cationico multicomponente costituito 
da un eptapeptide ciclico con una catena laterale tripeptidica acilata all'N-terminale da un acido grasso 
(Karaiskos I et al., 2017). Questo antibiotico ha una storia unica rispetto agli altri. È stato introdotto 
per la prima volta negli anni 50’ per il trattamento di infezioni sostenute da batteri Gram-negativi, ma 
negli anni 70’ non è stato più utilizzato a causa della sua nefrotossicità (tasso del 50%) e 
neurotossicità, in favore di nuove molecole meno tossiche. Negli anni 90’, la colistina è stata 
reintrodotta nella pratica clinica per fronteggiare l’emergenza di batteri Gram-negativi XDR resistenti 
a tutte le opzioni di trattamento. Le polimixine ora svolgono un ruolo critico, rappresentando una 
delle poche, talvolta le uniche, molecole a mantenere l'attività contro P. aeruginosa, A. baumannii e 
Enterobacteriaceae resistenti ai carbapenemi e che spesso causano gravi infezioni, talvolta letali nei 
pazienti più vulnerabili (Ortwine JK et al., 2015).  
La molecola è stata isolata da Bacillus polymyxa ed è costituita da due componenti principali: colistina 
A (polimixine E1) e colistina B (polimixine E2) (Orwa J et al., 2001) 
La colistina agisce principalmente sulla superficie della membrana cellulare batterica sebbene siano 
state riportate alternative modalità di azione. L'esatto meccanismo dell'attività antibatterica delle 
polimixine non è completamente noto; tuttavia, la teoria più accreditata è che le polimixine abbiano 
azione battericida distruggendo le membrane esterne ed interne attraverso il percorso di 'auto-
promozione dell'assorbimento'. Nei batteri Gram-negativi, la membrana esterna comprende un foglio 
interno di fosfolipidi e un foglio esterno di lipopolisaccaride (LPS), composto da lipidi A, core 




oligosaccaridico e antigene O (Karaiskos I et al., 2016). L'effetto della colistina sulla membrana 
batterica può essere antagonizzato con alti livelli di cationi bivalenti (Karaiskos I et al., 2016). 
L’attività della colistina può essere sinergica a quella di altri antibiotici idrofili come rifampicina, 
carbapenemi, glicopeptidi o tetracicline che agiscono meglio a causa dell'interruzione dell'integrità 
della membrana (Biswas S et al., 2012).  
Alcune segnalazioni hanno dimostrato che le polimixine agiscono attraverso un modo d'azione 
alternativo, che prevede l'inibizione dell'attività di tipo II della nicotinamide adenina dinucleotide 
(NADH)-chinone ossidoreduttasi (NDH-2) nella membrana interna dei batteri Gram-negativi (Deris 
ZZ et al., 2014). 
 
 
2.5.3.4.1. Resistenza alla colistina 
 
I batteri Gram-negativi adottano diverse strategie per proteggersi dalla colistina, tra cui una varietà di 
modifiche ad LPS, l'uso di pompe di efflusso, la formazione di capsule e la sovra-espressione della 
proteina di membrana esterna OprH, che sono tutte efficacemente regolate a livello molecolare 
(Olaitan AO et al., 2014).  
Alcuni batteri, come Proteus spp., Serratia spp. e Burkholderia spp. sono naturalmente resistenti alla 
colistina (agenti patogeni intrinsecamente resistenti), mentre altri batteri come K. pneumoniae, P. 
aeruginosa e A. baumannii possono acquisire resistenza.  
Negli isolati di A. baumannii, l'inattivazione (mediante mutazioni puntuali, delezioni o inserimento 
di sequenze) dei primi tre geni nella via della biosintesi lipidica A, lpxA, lpxC o lpxD, può comportare 
la perdita della produzione di LPS e un elevato livello resistenza alla colistina (Olaitan AO et al., 
2014). Questo tipo di resistenza è dovuta a modificazioni strutturali di LPS, che rappresenta il target 
della colistina e può essere attribuita a diversi meccanismi. Tra i più riportati, vi è l’inattivazione del 
gene mgrB in K. pneumoniae, che codifica per una piccola proteina regolatoria transmembrana di 47 




amminoacidi (Poirel L et al., 2015), coinvolta nella down-regolazione del sistema Pmr, composto a 
sua volta dai sistemi bicomponenti PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB (Velkov T et al., 2013; Cannatelli A et 
al., 2013; Poirel L et al., 2015). L’inattivazione del gene causa la neutralizzazione delle cariche 
negative mediante l’iper-modificazione dei fosfati lipidici A con aggiunta di gruppi caricati 
positivamente (4-ammino-4-desossi-L-arabinosio (L-Ara4N) e/o fosfoetanolammina (PEtN). La 
proteina MgrB viene prodotta all'attivazione del sistema di segnalazione di PhoPQ e ne inibisce il 
pathway di azione, che causerebbe la riduzione dell'affinità di legame tra la colistina e il suo target 
(Wright MS et al., 2015). Una mancata funzionalità della proteina MgrB è causa di resistenza alla 
colistina. Le alterazioni genetiche, che porterebbero all’acquisizione di resistenza nei confronti della 
colistina, maggiormente conosciute sono: Leu26Pro in PhoQ (Cheng YH et al., 2015), Leu82Arg 
(Cannatelli A et al., 2014) e Thr157Pro (Jayol A et al., 2014) in PmrB; l'inattivazione inserzionale da 
parte di un elemento (Sequenza di Inserzione, IS) in MgrB (Poirel L et al., 2015) come IS5like o altre; 
mutazioni non senso (Q30stop, C28stop); mutazioni missenso che portano alla terminazione 
prematura della proteina MgrB  e mutazioni che causano sostituzioni di aminoacidi e conseguente 
perdita di funzionalità della proteina (Olaitan AO et al 2014; Jayol A et al., 2014; Zowawi H et al., 
2015; Esposito EP et al., 2018).  
L'aggiunta di fosfoetanolammina-PEtN può anche essere mediata dal plasmide attraverso il gene mcr-
1 (resistenza alla colistina mediata da plasmide), che conferisce la prima resistenza nota mediata dal 
plasmide alla colistina in batteri isolati sia in esseri umani, sia in animali (Liu Y et al., 2016). Il gene 
mcr-1 era localizzato su un plasmide trasferibile (pHNSHP45) di E. coli, che poteva essere facilmente 
mobilizzato e, quindi, conferire resistenza a bassi livelli di colistina. Il plasmide è stato anche in grado 
di conferire resistenza a K. pneumoniae e P. aeruginosa mediante trasformazione, indicando la 
capacità del plasmide di essere coinvolto nella resistenza, oltre che nelle Enterobacteriaceae, anche 
nei bacilli non fermentanti (Liu Y et al., 2016). Da allora, numerosi studi hanno confermato la sua 
diffusione in tutto il mondo negli animali, negli isolati umani, negli alimenti e nei campioni 
ambientali, principalmente in E. coli (Elnahriry S et al., 2016; Cannatelli A et al., 2016), mentre 




l’identificazione di ceppi mcr-1 positivi negli alimenti importati, nei fiumi urbani e in viaggiatori 
evidenziano il potenziale di mcr-1 di continuare a diffondersi (Nordmann P et al., 2016). In modo 
allarmante, mcr-1 è stato identificato in diversi batteri MDR, tra cui Enterobacteriaceae produttori di 
ESBL e carbapenemasi (Nordman P et al 2016). Dopo mcr-1, sono state identificate numerose altre 
varianti del gene (mcr-2,3,4,5,6,7,8) (Carattoli A et al 2016; Xavier Bet al 2016; Barbieri NL et al 
2017; Yin Wet al 2017; Borowiak M et al 2017; Wang X et al 2018; Yang et al 2018).  
 
  




2.6. Alimenti e antibiotico-resistenza 
 
Le malattie di origine alimentare sono un'importante causa di morbilità e mortalità in tutto il mondo, 
ma è difficile definire il carico sanitario ed economico dovuto ad alimenti microbiologicamente non 
sicuri (WHO, 2015). Gli agenti patogeni possono contaminare il cibo in qualsiasi punto lungo la 
catena alimentare: presso l'azienda agricola, l'impianto di trasformazione, durante il trasporto, nei 
punti di vendita, nel servizio di ristorazione o in ambito domestico (Chapman B, Gunter C, 2018). 
Quasi una persona su 10 nel mondo si ammala ogni anno a causa del consumo di alimenti contaminati; 
la gastroenterite è il sintomo più comune di malattia, con 550 milioni di casi e 230.000 morti ogni 
anno nel mondo (World Health Organization 2019). Nei bambini di età inferiore ai cinque anni, è 
stato associato il 40% del burden totale da malattie a trasmissione alimentare e talvolta presentano 
sequele potenzialmente permanenti. Campylobacter jejuni e C. coli e Salmonella enterica sono le 
cause più comuni di diarrea batterica a livello globale e sono responsabili rispettivamente di circa 96 
e 80 milioni di infezioni ogni anno (WHO, 2015). 
La presenza di agenti patogeni MDR negli alimenti di origine animale come latte, carne e pollame è 
notevolmente aumentata negli ultimi anni (Muloi D et al., 2018). La loro capacità di evolversi per 
acquisire nuove caratteristiche, in particolare, la resistenza a più farmaci, è divenuto un problema 
mondiale. Con la diffusione negli alimenti di origine animale a causa dell'abuso di farmaci 
antimicrobici negli allevamenti, alcuni batteri MDR responsabili di zoonosi sono in grado, oggi, di 
raggiungere il tratto intestinale umano veicolando tutti i geni di AMR (Muloi D et al., 2018; Pérez-
Rodríguez F, Mercanoglu Taban B, 2019). 
Le infezioni sostenute da batteri altamente resistenti non si limitano più alle sole ICA acquisite nel 
setting ospedaliero, dove la trasmissione di agenti patogeni avviene principalmente da persona 
infetta/colonizzata ad altre persone. Oggi, attraverso gli alimenti di origine animale contaminati, i 
patogeni MDR si diffondono, non solo ai gruppi ad alto rischio, come pazienti immunodepressi o 
vulnerabili, ma a tutta la popolazione (Pérez-Rodríguez F, Mercanoglu Taban B, 2019). 




2.6.1. Salmonella enterica non tifoidea 
 
Salmonella proviene dalla famiglia delle Enterobacteriacaeae, è un patogeno clinicamente 
importante sia per gli animali sia per l’uomo poiché la sua nicchia ecologica principale è il tratto 
intestinale di entrambi (Galanis E et al., 2006). In accordo con la classificazione di Tindall (Tindall 
BJ et al., 2005), ad oggi, sono conosciute due specie, ovvero Salmonella bongori e S. enterica. 
Quest’ultima è composta da sei sottospecie e una di queste, S. enterica subsp. enterica, comprende 
circa 2000 serovar su circa 2600 di tutto il genere Salmonella. Alcuni di questi sono patogeni stretti 
per l’uomo (Salmonella Typhi) e altri invece riguardano solo gli animali (Salmonella Abortusovis). 
Molti serovar di Salmonella causano zoonosi e sono patogeni sia per l’uomo, sia per gli animali 
(LeLièvre V et al., 2019). 
Le salmonellosi nell'uomo e negli animali possono essere ampiamente classificate in due gruppi, 
febbre enterica (tifo) e salmonellosi non tifoidea (NTS) (Langridge et al., 2008) con diverse 
manifestazioni, quali febbre enterica, gastroenterite, batteriemia, infezione extra-intestinale e stato di 
portatore sano (Langridge et al., 2008). La maggior parte dei serovar provoca infiammazione 
localizzata auto-limitante dell’ileo terminale e del colon, nota come gastroenterite, che in alcuni casi 
necessita di un trattamento antimicrobico (Gal-Mor O, 2019). Questi serovar di Salmonella non 
tifoidea sono anche riconosciuti come 'generalisti' per la loro capacità di colonizzare e infettare 
diverse specie animali che fungono da riserva ambientale (Gal-Mor O, 2019). Secondo i Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC) è stato stimato che Salmonella non tifoidea sia responsabile 
di 1,2 milioni di infezioni, 23.000 ricoveri e 450 decessi ogni anno solo negli Stati Uniti (Scallan E 
et al., 2011; CDC, 2013). Negli ultimi dieci anni, in Europa, annualmente, sono stati registrati tra 
87.000 e 135.000 casi di salmonellosi nell’uomo (EFSA ECDC, 2014; Busani L et al., 2018). Nel 
periodo 2008-2012, è stata osservata una riduzione statisticamente significativa dei casi confermati 
di salmonellosi umana (riduzione del 35%); tuttavia, nel periodo 2012-2016, il numero di casi non è 
ulteriormente diminuito. Nel 2016, nell'UE, 9.061 casi umani sono stati associati a 1.067 focolai di 




salmonellosi di origine alimentare, che hanno portato al ricovero del 40% delle persone affette e al 
decesso di 128 soggetti (0,25%) (Busani L et al., 2018). Salmonella spp. può essere trasmessa 
all'uomo attraverso la catena alimentare. Uova e prodotti a base di uova sono un'importante fonte di 
focolai di salmonellosi di origine alimentare con un tasso di 0,06 su 100.000 abitanti, seguiti da 
pollame e carne di maiale (0,03 focolai di origine alimentare su 100.000) e formaggio (0,01 focolai 
di origine alimentare su 100.000) (EFSA & ECDC, 2017). Salmonella è sempre più maggiormente 
riscontrata nei bovini da latte di tutto il mondo (Chlebicz A, Slizewska K, 2018). 
Una maggiore prevalenza di Salmonella non tifoidea con profilo di AMR è stata osservata tra il 2005-
2015 (Crump JA et al., 2015), in particolare con profilo MDR, mostrando resistenza a tre o più classi 
antimicrobiche (Figueiredo R et al., 2019). Inoltre, in alcuni Paesi europei, sono stati identificati ceppi 
emergenti MDR di S. enterica che presentano determinanti di resistenza ai metalli pesanti (Mourao J 
et al., 2015). Isolati clinici di Salmonella mostrano elevati tassi di resistenza a sulfamidici, tetracicline 
e ampicillina. Nell'UE, la produzione di ESBL negli isolati di Salmonella di origine umana è stata 
identificata con una frequenza pari a 0,5%, rappresentati con oltre 10 diversi serovar (EFSA & 
ECDC, 2017). Per quanto riguarda i dati di multiresistenza nell'UE, i tassi più elevati sono stati 
registrati in S. Typhimurium monofasica, che è attualmente il terzo serovar più frequente in Europa 
nel causare infezione nell’uomo, con 5.770 casi nel 2015, oltre ad essere il secondo più comune nei 
suini e il primo in termini di multiresistenza (EFSA, 2017a; Florez-Cuadrado D et al., 2018). Molti 
serovar di Salmonella, tra cui Agona, Anatum, Derby, Heidelberg, Infantis, Kentucky, Muenchen, 
Newport, Schwarzengrund e Typhimurium sono comunemente rilevati negli animali e nei prodotti 
alimentari e sono associati a infezioni nell'uomo da ceppi resistenti (Pornsukarom S et al., 2018). 
  




2.7. Genomica in Sanità Pubblica 
 
Le attività di Sanità Pubblica in ambito di malattie infettive possono essere classificate come indagini 
epidemiologiche, sorveglianza orientata al controllo delle malattie infettive e sorveglianza orientata 
alla definizione di strategie da attuare per evitarne l’insorgenza (Struelens MJ, Brisse S, 2013). 
L'obiettivo principale di un'indagine epidemiologica è quello di identificare le possibili fonti di 
infezione e di attuare misure di controllo efficaci e appropriate per limitare e/o eliminare il rischio di 
un’ulteriore diffusione (Van Goethem N et al., 2019). Le indagini sulle epidemie solitamente vengono 
intraprese dopo un improvviso aumento del numero di casi di infezione, mentre la sorveglianza è la 
raccolta, l'analisi e la revisione sistematica di dati per la pianificazione, l'implementazione e la 
valutazione dei programmi di Sanità Pubblica (Van Goethem N et al., 2019). 
Negli ultimi decenni, gli epidemiologi hanno fatto passi da gigante nel tracciare la diffusione delle 
infezioni all'interno e tra le strutture sanitarie integrando studi di epidemiologia classica con differenti 
metodiche di tipizzazione molecolare. Tra questi, alcuni approcci valutano la struttura (Pulsed Field 
Gel Electrophoresis - PFGE) o la sequenza (Multilocus Sequence Typing - MLST) del materiale 
genetico di un microrganismo, al fine di determinare le relazioni tra gli isolati e valutare se essi sono 
plausibilmente collegati nella trasmissione dell’infezione. 
Recentemente, il sequenziamento dell'intero genoma (Whole Genome Sequencing - WGS) ha 
migliorato l'epidemiologia molecolare, fornendo uno strumento unico per tutti che supera 
virtualmente tutti i limiti dei metodi precedenti, come la difficoltà di interpretazione dei dati, la 
determinazione piuttosto arbitraria dei cut-off, l’utilizzo di una tecnica a diverse scale di grandezza, 
come accade utilizzando l’MLST, che ha un ottimo potere risolutivo a livello globale o regionale, ma 
è difficilmente applicabile per la determinazione di relazioni clonali all’interno di un unico ospedale. 
La PFGE, invece, possiede un elevato potere discriminante tanto da rendere difficile il confronto tra 
patogeni provenienti da regioni geografiche differenti (Hawken SE, Snitkin ES. 2019). 




La capacità di analizzare e confrontare interi genomi di patogeni con una maggiore velocità, a costi 
minori e con un’ampia precisione significa che la genomica sta per essere applicata anche nella 
microbiologia clinica di routine e nella ricerca per le indagini sui focolai epidemici. Le informazioni 
riguardanti i microrganismi patogeni ottenute mediante tecniche di genomica possono essere 
utilizzate nella pratica clinica sia per identificare la causa dell'infezione, sia per valutare la sensibilità 
agli antibiotici dei patogeni, il che ha permesso di individuare, in tempi brevi, i trattamenti migliori 
per un tipo di infezione, introducendo queste tecniche come fondamentali per la medicina 
personalizzata (Johnson SB, Parker M, 2019). 
È stato dimostrato che il WGS fornisce una risoluzione sufficiente a chiarire i meccanismi di 
trasmissione come l'origine, i tempi, la trasmissione e la diffusione della malattia, mentre al tempo 
stesso produce dati che facilitano il monitoraggio dei patogeni a livello globale (Hawken SE, Snitkin 
ES, 2019; Ladner JT et al., 2019). Grazie a questi metodi sarà possibile prevedere le pandemie e 
l’evoluzione dei patogeni, in modo da fronteggiare le emergenze con maggiore consapevolezza 
(Ladner JT et al., 2019). 
Le indagini beneficiano così di una maggiore risoluzione dei dati qual è quella offerta da WGS per 
l'accertamento dei casi, permettendo di associare i casi alle possibili fonti di infezione, definendo i 
cluster di trasmissione e fornendo un rapido feedback sugli attributi fenotipici chiave (resistotipo: 
profilo fenotipico di resistenza agli antibiotici) dei patogeni coinvolti. L'applicazione del WGS è, 
infine particolarmente utile per valutare l'impatto dei programmi di prevenzione e controllo, come 
campagne di vaccinazione e gestione nell’utilizzo degli antibiotici (Van Goethem N et al., 2019). 
Poiché il WGS è diventato il metodo di tipizzazione microbica di riferimento nello studio di outbreak 
è sempre più applicato alla sorveglianza nazionale delle malattie infettive nei Paesi UE/SEE. Inoltre, 
l’ECDC, nel 2015, durante una consultazione con un team di esperti di ogni settore disciplinare, ha 
espresso un parere su tale tecnica e formulato una strategia di utilizzo 
(https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/framework-for-genomic-
surveillance.pdf). Grazie ad una migliore valutazione delle dinamiche di trasmissione delle malattie 




e della resistenza ai farmaci, verrà migliorata l'accuratezza e l'efficacia della sorveglianza sulle 
malattie infettive, delle indagini sulle epidemie e della definizione delle politiche di prevenzione.  
 
 
2.7.1. La genotipizzazione degli isolati batterici 
 
La tipizzazione batterica viene utilizzata per discriminare i ceppi batterici ed è essenziale nelle 
indagini epidemiologiche, nella sorveglianza e negli studi filogenetici. I primi esperimenti di 
tipizzazione sono stati condotti attraverso test biochimici i cui risultati erano basati sul fenotipo 
batterico, come la resistenza agli antibiotici, la suscettibilità nei confronti dei fagi (tipizzazione 
fagica) e la presenza di antigeni di superficie (sierotipizzazione) (Foxman B et al., 2005). Con 
l'avvento della biologia molecolare, i metodi di tipizzazione basati sull’analisi del DNA sono stati 
sempre più utilizzati poiché i risultati di questi protocolli sono riproducibili a causa della natura stabile 
degli acidi nucleici, oltre ad essere più rapidi e meno laboriosi (Riley LW, 2018).                                                             
 
 
2.7.1.1.  Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
 
La PFGE o elettroforesi su gel in campo pulsato è una metodologia di tipizzazione molecolare 
sviluppata da Schwartz e Cantor nel 1984 ed è considerata un approccio molecolare di terza 
generazione per la tipizzazione batterica (Goering RV, 2010). Essa consente di separare miscele di 
molecole di DNA grandi di 20 kb fino a 5 Mb su gel di agarosio, riducendo il divario tra la risoluzione 
dell'elettroforesi convenzionale (0,1-30 kb) e i metodi citogenetici (>5 Mb). Tutte le analisi 
molecolari dalla prima alla terza generazione richiedono l'uso dell'elettroforesi su gel di agarosio per 
separare i frammenti di DNA plasmidico o genomico dopo la restrizione enzimatica (Lopez-Canovas 
L et al., 2019). L'identificazione di cluster epidemici si basa sull’analisi di profili costituiti da varie 




bande di DNA. Come innovazione rispetto ad un approccio di prima e seconda generazione, è 
presente il movimento e la separazione dei frammenti del genoma che, oltre a dipendere dalle 
dimensioni molecolari di ciascun frammento limitato, nella PFGE si basa anche sul riorientamento 
periodico pulsato dei campi elettroforetici (Goering RV, 2010). Poiché i genomi batterici hanno una 
dimensione di 2-4 Mbp, l'elettroforesi pulsata consente una più chiara separazione dei frammenti di 
DNA di varie dimensioni (da kb a Mb), con una conseguente maggiore risoluzione nella tipizzazione 
(Neoh H et al., 2019). La PFGE permette l’analisi di un fingerprinting, che rappresenta i 
cambiamenti/mutazioni nei siti di riconoscimento dell'endonucleasi (che porta alla perdita o 
all’acquisizione di siti di restrizione). Pertanto, tali informazioni possono essere utilizzate per indagini 
di correlazione genetica a livello di ceppo. Sono state proposte linee guida per l'interpretazione dei 
modelli di restrizione generati da PFGE, definiti come criteri di Tenover (Tenover et al.,1995). I ceppi 
sono considerati geneticamente 'indistinguibili' se i profili di PFGE mostrano lo stesso numero e 
dimensione dei frammenti di DNA. Sono considerati 'strettamente correlati' se i profili di PFGE 
differiscono da un ceppo di riferimento da cambiamenti coerenti con un singolo evento genetico 
(differenza di 2 o 3 bande). Se i pattern PFGE differiscono per 4 fino a 6 bande, si ritiene che abbiano 
subito due eventi genetici indipendenti e quindi siano 'possibilmente correlati'. Se i ceppi hanno 
differenze di banda >6 rispetto a un modello di riferimento, essi sono considerati 'diversi' e 
geneticamente non correlati (Riley LW et al., 2018). Nonostante il suo ampio utilizzo, la PFGE è un 
metodo laborioso a causa della preparazione del campione, del lungo periodo di tempo di corsa e 
della dipendenza dalla coltura batterica, in quanto il protocollo prevede l’utilizzo di intere colonie, 
precedentemente coltivate, da sottoporre a trattamento con buffer e proteinasi e successivamente a 
digestione enzimatica (Quainoo S et al., 2017). La PFGE può essere utilizzata per la tipizzazione 
molecolare di qualsiasi organismo batterico coltivabile senza una conoscenza preliminare delle 
sequenze di DNA ed è più discriminante rispetto ad altri test basati sull'elettroforesi (Riley LW et al., 
2018). 




2.7.1.2.  MultiLocus Sequence Typing (MLST) 
 
La metodica MLST, proposta nel 1998, è basata sul sequenziamento genico per identificare le 
relazioni clonali tra diversi batteri. Questa tecnica si pone l’obiettivo di tipizzare i microrganismi 
escludendo dall’analisi i determinanti genici che possono essere acquisiti da un batterio mediante 
trasformazione o trasferimento orizzontale. Quindi, prevede l’analisi di geni conservati denominati 
‘housekeeping’ eutilizza come unità di confronto gli alleli, piuttosto che le sequenze di nucleotidi. 
Ogni cambiamento allelico viene conteggiato come un singolo evento genetico, indipendentemente 
dal numero di polimorfismi nucleotidici coinvolti (Maiden M et al., 2013). Nella maggior parte degli 
schemi utilizzati di MLST, vengono indicizzati sette 'loci MLST'. Viene assegnato un numero di 
allele univoco per ciascun locus con una sequenza univoca. La combinazione degli alleli per ciascuno 
dei loci caratterizzano il profilo allelico (ad esempio, 2-3-4-3-8-4-6), generando quindi un Sequence 
Type (ST), anch’esso definito e caratterizzato da un numero disponibile da un ampio database (ad 
esempio, ST11). ST e sequenze alleliche sono correlate ai rispettivi profili nei database di MLST 
(PubMLST database collection) e ciascun ST riassume le informazioni di migliaia di coppie di basi 
di DNA. Il dato relativo all’assegnazione dell’ST può essere, quindi, utilizzato come un codice a barre 
per differenziare gli isolati e per stabilire relazioni evolutive tramite strumenti di analisi specifici 
(Maiden M et al., 2013). Sebbene un ST rappresenti solo una piccola percentuale delle parti 
'conservate' del genoma analizzato, la grande varietà in termini di ST diversi in molte specie batteriche 
dimostra l'importanza come mezzo di confronto dei dati. Ciononostante, questa tecnica non è in grado 
di mostrare relazioni inter-specie; di conseguenza, anche nello stesso genere batterico è necessario 
utilizzare diversi schemi di MLST; allo stesso tempo, non è sufficientemente discriminante per 
distinguere singoli cloni appartenenti alla stessa lineage (Jolley KA et al., 2012).  
 
 




2.7.1.3. Whole Genome Sequencing (WGS) 
 
WGS è anche definito il sequenziamento dell’intero genoma. Ciò è reso possibile grazie alle nuove 
tecniche di ‘Next Generation Sequencing’ (NGS), che permettono di ottenere un gran numero di dati 
in breve tempo e a costi relativamente bassi (Harris S et al., 2013; Deurenberg R et al., 2017). 
L’applicazione del WGS è ampia e può spaziare dal sequenziamento del genoma umano, trovando 
spazio nella medicina personalizzata, fino al sequenziamento di microorganismi, per comprenderne 
filogenesi, modalità di trasmissione, profili di resistenza e appartenenza ad eventi epidemici. Il 
sequenziamento dell'intero genoma può essere utilizzato nella routine di lavoro di laboratorio nel caso 
in cui sia richiesta la tipizzazione di agenti patogeni mediante un metodo con il più alto potere 
discriminante, ad esempio nelle indagini di focolai epidemici in ambito ospedaliero (Zhou K et al., 
2016). Il WGS di genomi batterici può essere usato anche per rivelare la presenza di geni di AMR o 
geni associati a virulenza e patogenicità, che talvolta non vengono espressi in vitro, ma soltanto in 
vivo (Quainoo S et al., 2017), nonché per identificare nuovi meccanismi di patogenicità e resistenza 
(Ferdous M et al., 2016). Inoltre, il sequenziamento di nuova generazione consente di effettuare anche 
studi di metagenomica tramite l'identificazione coltura-indipendente degli agenti patogeni in 
campioni complessi, compresi campioni clinici, ambientali e alimentari, consentendo anche 
l'identificazione di taxa esigenti e difficili da coltivare (Sabat AJ et al., 2017).  
In diversi Paesi, come Stati Uniti, Danimarca, Regno Unito, Germania e Paesi Bassi, la 
genotipizzazione di batteri patogeni basata sull’uso di WGS è già in fase di sperimentazione per 
l'implementazione come strumento di routine per il monitoraggio e il rilevamento di ceppi MDR 
(Pecora N et al., 2015), nonché per l’identificazione tempestiva di focolai epidemici (Joensen K et 
al., 2015; Eyre DW et al., 2015). La tipizzazione basata su WGS di agenti patogeni include elementi 
genetici mobili e fornisce una risoluzione senza precedenti nel discriminare anche linee genetiche 
altamente correlati e potrebbe evitare l'uso di protocolli univoci per una sola specie.  
  




3. Obiettivi  
 
L’utilizzo eccessivo ed inadeguato di antibiotici in tutti i settori, ovvero in medicina umana e 
veterinaria e in zootecnia, è considerato una delle principali cause della diffusione di microrganismi 
MDR. Quando l’AMR insorge nella flora batterica di animali, essa, attraverso il cibo e l’acqua, può 
diffondersi al comparto umano e può compromettere l’efficacia delle terapie, raggiungendo anche 
l’ambiente nosocomiale. L’AMR è, quindi, un problema di dimensioni globali, che può essere 
contrastato solo con un approccio di tipo ‘One Health’, che ha il principale obiettivo di preservare la 
salute globale.  
Tra i patogeni umani con spiccata resistenza agli antibiotici, gli Enterobatteri sono motivo di 
preoccupazione a livello mondiale, poichè mostrano una elevata resistenza soprattutto ai 
carbapenemi, antibiotici di ultima linea (Ripabelli G et al., 2018).  La perdita di efficacia di questa 
classe di antibiotici lascia, infatti, uno scarso margine di intervento terapeutico e richiede il ricorso 
ad antibiotici ritenuti, fino a poco tempo fa, desueti, come la colistina. Tuttavia, sono state già 
riportate numerose evidenze di ceppi resistenti anche a questo farmaco (Cannatelli A et al., 2014; 
Esposito EP et al., 2018). Secondo i dati del Report dell’European Antimicrobial Resistance 
Surveillance Network (EARS-Net) del 2017, l’Italia è, insieme alla Grecia, tra i Paesi con i tassi di 
resistenza ai carbapenemi in K. pneumoniae più elevati rispetto alla media europea. Tale 
microrganismo è, insieme ad A. baumannii, incluso tra i cosiddetti batteri ’ESKAPE', conosciuti per 
la loro spiccata multiresistenza agli antibiotici che causano soprattutto infezioni nel contesto 
ospedaliero. Ogni anno si verificano in Italia 450-700 mila ICA (soprattutto infezioni urinarie, seguite 
da infezioni della ferita chirurgica, polmoniti e sepsi). Di queste, si stima che circa il 30% siano 
potenzialmente prevenibili (135-210 mila) e che siano direttamente causa del decesso nell’1% dei 
casi (1350-2100) (https://www.epicentro.iss.it/). Pertanto, comprendere il loro impatto è essenziale 




per sviluppare adeguate strategie di controllo anche mediante l'introduzione di un piano di 
sorveglianza nazionale per ridurne incidenza (Ripabelli G et al., 2019). 
La resistenza agli antibiotici si diffonde velocemente. Spesso, i geni codificanti per i determinanti di 
resistenza acquisiti dai batteri sono associati a elementi genetici mobili che mediano il loro scambio 
tra agenti patogeni e commensali (Beatson SA, Walker MJ, 2014). Pertanto, il contesto genetico in 
cui è inserito un gene di resistenza agli antibiotici può riflettere la sua mobilità all'interno della 
popolazione batterica. È di estrema necessità monitorare la loro presenza negli isolati clinici, per 
comprenderne il contesto genetico e per delinearne e prevederne i percorsi di diffusione.  
In Italia, i ceppi di Salmonella spp. presentano resistenza a tetraciclina (45,2%), streptomicina 
(40,1%), sulfamidico (39,9%) e ampicillina (41,5%), mentre la resistenza nei confronti di farmaci più 
recenti (fluorochinoloni e cefalosporine) appare ancora bassa (Epicentro.iss.it).  
In tale scenario, riveste un ruolo senza dubbio cruciale la sorveglianza epidemiologica che, secondo 
l’Organizzazione Mondiale della Sanità, è un “esercizio di continuo scrutinio e di vigilanza sulla 
distribuzione e diffusione delle infezioni e dei fattori ad esse correlati, di sufficiente completezza ed 
accuratezza da essere pertinente per un controllo efficace” (Salute M, 2019).  
Il presente lavoro di tesi ha come obiettivo lo studio dell’antibiotico-resistenza e, in particolare, la 
caratterizzazione biomolecolare di batteri resistenti, isolati sia nel contesto ospedaliero, sia nel 
contesto alimentare. In dettaglio, gli obiettivi del lavoro di tesi sono stati quelli di: 
 caratterizzare, mediante antibiogramma, gli isolati batterici in base al profilo di resistenza 
(resistotipo) e determinazione della concentrazione minima inibente per diversi antibiotici; 
 determinare, mediante PCR, la prevalenza dei determinanti genici, codificati da plasmidi, 
implicati nella resistenza ai carbapenemi e ai beta-lattamici (blaKPC, blaGES, blaVIM, blaIMP, 
blaNDM, blaOXA-48, blaCTX-M, blaTEM, blaSHV per K. pneumoniae e A. baumannii; blaGIM, blaAmpC, 
blaOXA-23, blaOXA 24, blaOXA-51 e blaOXA-58 solo per A. baumannii; alla colistina (varianti mcr-1-8) 
per K. pneumoniae; 




 valutare, attraverso il sequenziamento con metodo Sanger, previa amplificazione del gene target, 
la presenza di mutazioni nel gene cromosomale mgrB, coinvolto nella resistenza alla colistina, 
estendendo successivamente l’analisi anche alle sequenze amminoacidiche;  
 determinare, mediante PCR, la presenza dei geni codificanti per le pompe di efflusso coinvolte 
nei meccanismi di resistenza verso numerosi antibiotici (adeB, adeG, adeJ, abeS, craA, abeM, 
soxR); 
 analizzare, attraverso PFGE, le relazioni clonali esistenti tra i ceppi ed individuare la presenza di 
cluster epidemici per A. baumannii e K. pneumoniae;  
 descrivere, mediante MLST, la distribuzione dei cloni circolanti ed emergenti per un confronto 
con i dati a livello nazionale ed internazionale.  
Durante il periodo di studio svolto presso i laboratori di Food Water and Environmental Microbiology 
(FW&E) e Gastrointestinal Bacterial Reference Unit (GBRU) del Public Health England (Colindale, 
Londra, Regno Unito), sono stati, inoltre, analizzati i dati relativi a ceppi di S. enterica non tifoidea 
ottenuti mediante WGS, che permette di ottenere informazioni complete sui geni contenuti in un 
determinato organismo. Gli obiettivi specifici di questa parte del lavoro sono stati quelli di:  
 determinare, mediante l’analisi di un ampio dataset, la prevalenza di S. enterica non tifoidea in 
alimenti, mangimi, acqua e campioni ambientali; 
 analizzare la distribuzione degli isolati e dei diversi serovar nei campioni di differente origine e 
provenienza geografica; 
 esaminare i dati di WGS in un sottoinsieme di isolati provenienti da Regno Unito, Tailandia e 
Brasile per stabilire la prevalenza dei determinanti genetici implicati nella resistenza a 
carbapenemi, beta-lattamici, aminoglicosidi, fluorochinoloni, macrolidi, sulfametossazolo e 
tetracicline.  
Lo studio ha, quindi, l’obiettivo finale di generare spunti per implementare strategie di contrasto del 
fenomeno dell’AMR e stimoli per le ricerche future da intraprendere con un approccio ‘One Health’. 




4. Materiali e Metodi 
 
4.1. La resistenza agli antibiotici nel contesto ospedaliero  
 
4.1.1. Isolamento e selezione di ceppi di K. pneumoniae e A. baumannii 
 
Nello studio dell’antibiotico-resistenza in patogeni umani isolati nel setting ospedaliero, sono stati 
analizzati 26 ceppi di K. pneumoniae (Tabella 1) e 24 di A. baumannii (Tabella 2), i quali sono stati 
raccolti nell’ambito del Sistema di sorveglianza di ‘Alert organisms’ attivato presso il Presidio 
Ospedaliero “A. Cardarelli” di Campobasso, Molise, Italia. I ceppi di K. pneumoniae sono stati isolati 
nel periodo 2014-2017, mentre quelli di A. baumannii fanno riferimento al 2010. Nello studio di K. 
pneumoniae, sono stati inclusi isolati non replicati e che hanno presentato un fenotipo KPC. Le colture 
sono state ottenute soprattutto da campioni di broncoaspirato (n=9, 35,0%), urine (n=6, 23%), 
tampone rettale (n=4, 15,4%) ed emocoltura (n=3, 11,5%) da pazienti di età media pari a 73±12,6 
anni (mediana 78,5 - range 44-89 anni). Quindici (57,7 %) isolati provenivano da pazienti ricoverati 
nell’Unità di Terapia Intensiva (UTI): nel 60% dei casi da pazienti di genere maschile.  
I ceppi di A. baumannii erano provenienti da pazienti ricoverati in UTI, ad eccezione di un isolato dal 
reparto di Nefrologia del Presidio Ospedaliero. Anche in questo caso, i ceppi sono stati isolati 
principalmente da pazienti di genere maschile (n=15, 62,5%) e da broncoaspirato (n=22, 91,6%), 
seguito da urine (n=1, 4,2%) e tampone di nefrostomia (n=1, 4,2%). 
Tutti gli isolati sono stati purificati presso i Laboratori della Cattedra di Igiene dell’Università degli 
Studi del Molise e coltivati su piastre di McConkey agar (Biolife, Milano, Italy), successivamente 
incubate a 37°C overnight.  
 




Tabella 1: Caratteristiche dei pazienti e dei ceppi di K. pneumoniae isolati presso il Presidio 




ETÀ SESSO CAMPIONE REPARTO 
KP3 16/08/2014 85 M Emocoltura Medicina 
KP4 18/08/2014 79 M Broncoaspirato UTI 
KP5 30/10/2014 63 M Urine UTI 
KP6 20/10/2014 40 F Urine Urologia 
KP7 19/11/2014 75 M Liquido protesico Ortopedia 
KP8 17/11/2014 84 M Broncoaspirato UTI 
KP9 09/12/2014 76 M Broncoaspirato UTI 
KP10 14/12/2014 70 M Emocoltura Malattie infettive 
KP11 15/12/2014 63 M Emocoltura Urologia  
KP12 05/01/2015 85 F Urine  UTI 
KP14 05/01/2015 74 M Broncoaspirato UTI 
KP18 12/01/2015 75 F Broncoaspirato UTI 
KP19 12/01/2015 81 M Broncoaspirato UTI 
KP25 25/01/2016 56 M Ulcera Diabetologia  
KP27 01/02/2016 60 M Broncoaspirato UTI 
KP28 29/02/2016 59 M Urine  UTI 
KP29 02/03/2016 71 F Tampone rettale UTI 
KP31 11/09/2016 50 M Tampone rettale UTI 
KP32 20/02/2017 82 F Urine  Malattie infettive 
KP34 06/03/2017 56 M Broncoaspirato UTI 
KP36 03/04/2017 78 F Broncoaspirato UTI 
KP39 09/11/2017 58 F Stent Nefrologia  
KP40 06/11/2017 59 F Urine Nefrologia  
KP41 07/11/2017 78 M Cisti protesica Ortopedia 
KP42 07/11/2017 87 M Tampone rettale UTI 
KP43 19/12/2017 57 M Tampone rettale UTI 




Tabella 2: Caratteristiche dei pazienti e dei ceppi di A. baumannii isolati presso il Presidio 
Ospedaliero ‘A. Cardarelli’ di Campobasso 
CODICE DATA 
PRELIEVO 
ETÀ SESSO CAMPIONE REPARTO 
AC1 19/04/2010 78 F Broncoaspirato UTI 
AC2 17/05/2010 53 M Broncoaspirato UTI 
AC3 03/06/2010 90 M Tampone 
nefrostomia 
Nefrologia 
AC4 07/06/2010 90 F Broncoaspirato UTI 
AC5 14/06/2010 77 F Broncoaspirato UTI 
AC6 14/06/2010 79 F Broncoaspirato UTI 
AC7 12/07/2010 74 M Broncoaspirato UTI 
AC8 12/07/2010 50 M Broncoaspirato UTI 
AC11 02/08/2010 65 M Urine UTI 
AC12 02/08/2010 80 M Broncoaspirato UTI 
AC14 23/08/2010 30 M Broncoaspirato UTI 
AC15 27/09/2010 58 F Broncoaspirato UTI 
AC16 27/09/2010 49 M Broncoaspirato UTI 
AC19 04/10/2010 74 F Broncoaspirato UTI 
AC20 04/10/2010 69 M Broncoaspirato UTI 
AC22 18/10/2010 74 F Broncoaspirato UTI 
AC25 25/10/2010 45 M Broncoaspirato UTI 
AC27 25/10/2010 84 M Broncoaspirato UTI 
AC28 02/11/2010 88 F Broncoaspirato UTI 
AC29 02/11/2010 57 M Broncoaspirato UTI 
AC30 02/11/2010 75 F Broncoaspirato UTI 
AC33 02/11/2010 42 M Broncoaspirato UTI 
AC38 29/11/2010 52 M Broncoaspirato UTI 
AC39 29/11/2010 87 M Broncoaspirato UTI 
   




4.1.2 Test di suscettibilità agli antibiotici 
 
La valutazione della suscettibilità agli antibiotici è stata effettuata in collaborazione con i Laboratori 
di microbiologia del Presidio Ospedaliero “A. Cardarelli” usando BD Phoenix™ Automated 
Microbiology System (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, United States), che ha 
permesso di valutare la concentrazione minima inibente (Minimal Inhibitory Concentration, MIC) di 
ciascun antibiotico. Gli antibiotici testati per K. pneumoniae e A. baumannii sono indicati nella 
(Tabella 3). 
Inoltre, nei ceppi di K. pneumoniae, per la determinazione della MIC per la colistina in K. pneumoniae 
è stato usato il metodo della microdiluizione. I risultati sono stati interpretati seguendo le linee guida 
dell’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, European committee 
on antimicrobial susceptibility testing, 2019).  
È da sottolineare che non tutti i ceppi sono stati testati per lo stesso panel di antibiotici; pertanto, la 
suscettibilità ad essi è stata espressa in percentuale in relazione al numero dei ceppi per i quali ne è 
stata valutata la sucettibilità verso un antibiotico. 
  




Tabella 3: Antibiotici testati per la determinazione della MIC 
ANTIBIOTICO 
Numero di ceppi testati 
di K. pneumoniae 
Numero di ceppi testati 
di A. baumannii 
Imipenem 26/26 24/24 
Meropenem 26/26 24/24 
Ertapenem 26/26 0/24 
Aztreonam 0/26 24/24 
Ampicillina 26/26 20/24 
Amoxicillina-clavulanato 26/26 24/24 
Piperacillina 26/26 15/24 
Piperacillina-tazobactam 26/26 24/24 
Ceftazidime 26/26 0/24 
Cefazolina 0/26 13/24 
Cefoxitina 0/26 18/24 
Cefuroxime 26/26 0/24 
Cefotaxime 26/26 23/24 
Amikacina 26/26 24/24 
Gentamicina 26/26 24/24 
Ciprofloxacina 26/26 24/24 
Levofloxacina 26/26 24/24 
Fosfomicina 26/26 0/24 
Cloramfenicolo 26/26 14/24 
Trimetoprim 0/26 24/24 
Trimetoprim-sulfametossazolo 26/26 0/24 
Tigeciclina 26/26 0/24 
Tobramicina 26/26 0/24 
Colistina 26/26 23/24 
Tetraciclina 0/26 15/24 
 
  




4.1.3 Estrazione del DNA  
 
Il DNA è stato estratto utilizzando Maxwell® 16 Cell DNA Purification (Promega, Milan, Italy) 
medianteil kit di purificazione Cell Purification Cat#AS1010. Il metodo permette l’estrazione 
simultanea di 16 campioni in soli 40 minuti, sfruttando le capacità della silice di adsorbire il 
materiale genetico. 
Il protocollo di estrazione ha previsto diverse fasi: 
 lisi del campione; 
 legame degli acidi nucleici a particelle di silice magnetizzata; 
 separazione delle particelle legate da altri componenti cellulari; 
 eluizione degli acidi nucleici da utilizzare per successive analisi. 
Fase di lisi cellulare 
 
La sospensione batterica è stata sottoposta a lisi prima dell’estrazione. È stato, quindi, effettuato il 
prelievo di un’ansata di patina microbica da piastre di Trypton Soy Agar (TSA), precedentemente 
incubate overnight, in seguito risospesa in 300 µl di soluzione, contenente 260 µl di Buffer di lisi 
L6 (Tiocianato Guanidina + TRIS HCl pH 6.4 0,1M, EDTA 0,2M pH 8, Triton) e 40 µl di 
Proteinasi K (20 mg/ml) (IBI Shelton Scientific, Milano). Successivamente, la sospensione è stata 
incubata a 65°C per 10 minuti. Per la lisi completa della membrana esterna, la sospensione è stata 
riscaldata a 100°C per 10 minuti e centrifugata a 12.000 rpm per 1 minuto. 
Fase di estrazione degli acidi nucleici 
Il protocollo di estrazione in base al Maxwell 16® Instrument Techinical Manual prevede di 
posizionare le cartucce disponibili per l’estrazione, una per ciascun ceppo, su un rack numerato, 
per poi rimuovere il sigillante ed eseguire le seguenti operazioni: 
 trasferire la sospensione ottenuta dalla fase di lisi (circa 300 µl) nel pozzetto #1 della 
cartuccia, contrassegnato da un codice identificativo; 




 posizionare un pistone (“plunger”) nel pozzetto #7 di ciascuna cartuccia; 
 accendere lo strumento e usare il cursore “Run” per effettuare una corsa di purificazione e 
selezionare il metodo e il tipo di campione da cui estrarre il DNA (Cell in questo caso); 
 aprire lo sportello dello strumento e premere “Run/Stop” per estendere la piattaforma 
verso l’esterno, al fine di posizionare correttamente le cartucce, ciascuna contenente un 
pistone; 
 in ogni postazione, numerata da 1 a 16, predisporre un tubo di eluizione, contenente 300 
µl del Buffer di eluizione, incluso nel kit; 
 premere “Run/Stop” per permettere alla piattaforma di ritrarsi verso l’interno e chiudere 
lo sportello per permettere l’inizio del processo di estrazione. 
Quando la purificazione è stata completata, il monitor LCD mostra un messaggio per indicare 
che il processo è terminato e quindi: 
 premere “Run/Stop” per portare in avanti la piattaforma dello strumento; 
 
 rimuovere i tubi di eluizione dalla piattaforma dello strumento e posizionarli nel rack 
magnetico, che permette di far precipitare le particelle sul fondo del tubo; 
 trasferire i campioni da ciascun tubo di eluizione in tubi sterili; 
 
 rimuovere le cartucce ed i pistoni ed eliminarli. 
 
 
4.1.4. Ricerca di geni implicati nella resistenza ai carbapenemi 
 
Nei ceppi di K. pneumoniae, è stata effettuata la ricerca dei principali geni coinvolti nella resistenza 
ai carbapenemi, quali blaKPC, blaGES, blaIMP, blaVIM, blaOXA-48 e blaNDM-1 mediante saggi di PCR 
utilizzando primer specifici (Tabella 4), come precedentemente riportato (Dallenne C et al., 2010; 
Nordmann P et al., 2011). L’amplificazione è stata effettuata in reazioni dal volume finale di 25 μl 
utilizzando 2 μl di DNA, 1X Master Mix (Promega Corporation) e primers (Eurofins Genomics, srl, 




Ebersberg, Germany) utilizzati alla concentrazione di 1 µM. I geni target sono stati amplificati usando 
le seguenti condizioni: 94°C per 2 min; 35 cicli: 94°C per 1 min, 45°C (blaIMP)/52°C (blaKPC)/54°C 
(blaGES)/56°C (blaVIM/OXA-48)/60°C (blaNDM-1) per 40 sec, 72°C per 1 min; 72°C per 5 min. I prodotti 
di PCR sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio (alla concentrazione di 1-1,5% 
m/v, TAE buffer 1X a 100 V per 1 h), includendo il ladder di DNA (Promega) da 100 bp. In ogni 
reazione è stato incluso un controllo negativo e un controllo positivo.  
È stata, inoltre, valutata la presenza dei geni blaSHV, blaTEM e blaCTX-M codificanti per le ESBL 
mediante saggi di multiplex-PCR, usando oligonucleotidi specifici (Tabella 4), come riportato 
precedentemente (Ghasemi Y et al., 2013). I prodotti di PCR sono stati visualizzati dopo elettroforesi 
su gel di agarosio (concentrazione 1-1,5% m/v, TAE buffer 1X a 100 V per 1 h), includendo in ogni 
reazione ladder di DNA di 100 bp (Promega), un controllo positivo e un controllo negativo. 
Nei ceppi di A. baumannii, la presenza di geni codificanti per le principali carbapenemasi (blaSHV, 
blaKPC, blaGES, blaIMP, blaVIM, blaNDM-1, blaGIM, blaAmpC, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 e blaOXA-58) 
(Tabella 5) e di quelli codificanti per le pompe di efflusso coinvolte nei meccanismi di resistenza 
verso numerosi antibiotici (adeB, adeG e adeJ, abeS, craA, abeM, soxR) è stata valutata mediante 
saggi di PCR (Tabella 6). Le reazioni sono state effettuate in un volume finale di 25 µl contenente 2 
µl di DNA, 1X Master Mix (Thermo Fisher PCR Master Mix 2X), primers (Tabelle 5-6) utilizzati ad 
una concentrazione variabile (0,5 µM per blaVIM e blaNDM-1, 2 µM per abeM e abeS, 1 µM per tutti 
gli altri geni) e acqua per portare a volume.  




Tabella 4: Primer utilizzati per la ricerca di geni codificanti per le carbapenemasi e le ESBL nei ceppi 








































281 bp   Chaudhary M, Anurag   













973 bp   Ghasemi Y et al., 2013 
 
Dopo l’amplificazione, è stata effettuata l’elettroforesi su gel di agarosio (concentrazione 1,5%-2,5% 
in base al peso molecolare del prodotto di PCR) in Buffer TAE 1X (Bio-Rad), impostando 100 V e 
400 mA per 80 minuti. Per ogni corsa elettroforetica, è stato incluso un ladder di 100 bp (Thermo 
Fisher GeneRuler DNA Ladder 100 bp), tranne per il gene abeS per il quale è stato utilizzato il marker 
di 20 bp (Thermo Fisher GeneRuler DNA Ladder 20 bp). 




Tabella 5: Primer utilizzati per la ricerca di geni codificanti per le carbapenemasi, β-lattamasi e 
ESBL in A. baumannii 
 




ESBL blaSHV F: CGCCTGTGTATTATCTCCCT 
293 bp Bali EB et al., 2010   
R: CGAGTAGTCCACCAGATCCT      
Carbapenemasi blaKPC (1-5) F: CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 





blaGES (1-9, 11) F: AGTCGGCTAGACCGGAAAG 
399 bp Dallenne C et al., 2010   
R: TTTGTCCGTGCTCAGGAT      
Carbapenemasi blaIMP (9,16,18, 22 e 25) F: TTGACACTCCATTTACDG 





blaVIM (1-2) F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 
390 bp Dallenne C et al., 2010   
R: CGAATGCGCAGCACCAG 
 
blaNDM-1 F: GGGCAGTCGCTTCCAACGGT 
475 bp Shenoy KA et al., 2014   
R: GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 
 
blaGIM F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 
477 bp Safari M et al., 2015   
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC         
β-lattamasi blaAmpC F: CGACAGCAGGTGGAT 
510 bp Zhang T et al., 2017   
R: GGTTAAGGTTGGCATG         
Carbapenemasi blaOXA-23 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 





blaOXA-24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
246 bp Qi C et al., 2007   
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 
 
blaOXA-51 F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
353 bp Shamsizadeh Z et al., 2017   
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG 
 
blaOXA-58 F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 








Tabella 6: Primer utilizzati per la ricerca di geni codificanti per le pompe di efflusso in A. baumannii 




168 bp Coyne S et al., 2010 




104 bp Nowak J et al., 2015 




221 bp Fernandez-Cuenca S et al., 2015  
  R: GGTACGAATACCGCTGTCA 
  
 




86 bp Li H et al., 2017 
  R: ACCAATGCAGGCAGCTAAGT 
  
 




125 bp Rumbo C et al., 2013 
  R: CCAGTGCCATGAAACATAATCA 
  
 




165 bp Rumbo C et al., 2013 
  R: CTGCTGTGCTTAGACCAATTTTT 




405 bp Li H et al., 2017 
 R: TTAAAGTTTTGTTGGCTGAT 
 
 
4.1.5. Caratterizzazione molecolare della resistenza alla colistina in K. pneumoniae 
 
Nei ceppi di K. pneumoniae resistenti alla colistina (col-R) è stata effettuata, mediante saggi di PCR, 
la ricerca di geni codificati da plasmidi: mcr-1(Barbieri NL et al., 2017), mcr-2 (Xavier B et al., 2016), 
mcr-3 (Yin W et al., 2017), mcr-4 (Carattoli A et al., 2017), mcr-5 (Borowiak M et al., 2017), mcr-6 
(Wang X et al., 2018), mcr-7(Yang YQ et al., 2018), mcr-7.1(Yang YQ et al., 2018) e mcr-8 (Wang 
X et al., 2018). Le reazioni sono state effettuate in un volume finale di 25 μl con 2 μl di DNA, 1X 
Master Mix (Promega Corporation) e primers alla concentrazione di 1 µM. Gli ampliconi sono stati 
separati mediante elettroforesi su gel di agarosio (concentrazione 1-1,5% m/v, TAE buffer 1X a 100 
V per 1 h), usando un ladder di DNA (Promega) da 100 bp. In ogni reazione è stato incluso un 
controllo negativo e un controllo positivo (Tabella 7).  




L’analisi del gene cromosomale mgrB è stata effettuata utilizzando la coppia di primer mgrB_Ext_F 
e mgrB_Ext_R per l’amplificazione del gene target e di alcune regioni fiancheggianti il gene 
(ottenendo un amplicone di 253 bp), come riportato (Cannatelli A et al., 2014). L’amplficazione è 
stata effettuata in un volume finale di 50 μl usando 5 μl di DNA template, 1X Master Mix (Promega 
Corporation) e primers alla concentrazione di 1 µM (Tabella 7). 
In ogni reazione, sono stati inclusi i controlli negativi, rappresentati da ceppi sensibili alla colistina 
(col-S). I prodotti di PCR sono stati inizialmente analizzati mediante visualizzazione in elettroforesi 
su gel di agarosio (1,5% m/v concentrazione, 1X TAE buffer a 100 V for 1 h) utilizzando un marker 
da 100 bp DNA (Promega). La presenza di ampliconi con un peso molecolare superiore all’atteso 
(253 bp) ha suggerito la presenza di una Sequenza di Inserzione (IS) nel gene. Quindi, gli ampliconi 
relativi ai ceppi col-R sono stati sottoposti a sequenziamento di Sanger (Eurofins Genomics, srl, 
Ebersberg, Germany), includendo anche ceppi col-S come controllo. Le sequenze sono state 
analizzate mediante Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
e processate con BioEdit v7.0.5., al fine di valutare la presenza di mutazioni puntiformi all’interno 
del gene.  
Per tradurre le sequenze di DNA ottenute è stato utilizzato EMBOSS Transeq 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss). Le sequenze proteiche ottenute sono state sottoposte a 
successive analisi mediante Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) che, grazie ad un 
algoritmo studiato sulla funzionalità proteica, permette di determinare l’impatto delle mutazioni sulla 
proteina stessa attraverso il calcolo di uno score o ‘punteggio’ per ogni mutazione segnalata (Choi et 
al., 2012). Gli score di PROVEAN sono calcolati in base a sequenze omologhe raccolte in un 
database. Per ottimizzare la capacità predittiva di PROVEAN, è stato scelto un valore di cut-off dello 
score pari a 2,5 per consentire una migliore separazione tra le mutazioni deleterie e quelle neutrali. 
La variazione dello score di allineamento è stata considerata come misura della variazione di 
somiglianza causata dalla mutazione, permettendo di determinare la funzionalità delle proteine dopo 
aver accumulato una o più mutazioni.  




Tabella 7: Primer usati per la ricerca di geni associati alla resistenza alla colistina in K. pneumoniae 
 
















1820 bp Carattoli A et al., 2017 
mcr-5 
F: ATGCGGT TGTCTGCATTTATC 
R: TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 




















253 bp Cannatelli A et al., 2014 
 




4.1.6. Protocolli di PFGE  
 
Il DNA batterico è stato digerito con XbaI (Fermentas, Milano, Italia) per K. pneumoniae e 
separatamente con ApaI e AscI per i ceppi di A. baumannii seguendo il protocollo PulseNet, come 
riportato precedentemente (Durmaz et al., 2009; Han H et al., 2013), apportando alcune modifiche. 
Sono state utilizzate specifiche condizioni:  
- per K. pneumoniae: 
initial switch time 5 secondi; 
final switch time 40 secondi; 
ore di corsa 24; 
voltaggio 6 V/cm; 
temperatura 14°C; 
 
- per A. baumannii: 
initial switch time 5 secondi; 
final switch time 30 secondi; 
ore di corsa 20; 
voltaggio 6 V/cm; 
temperatura 14°C. 
 
I profili di restrizione sono stati analizzati tramite il software BioNumerics (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgio), confrontando i frammenti ottenuti con le bande del ladder di riferimento 
(Promega-Markers® Lambda Ladder) e il ceppo Salmonella braenderup. I dendrogrammi sono stati 
generati utilizzando il coefficiente di Dice e il metodo Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic mean (UPGMA) (Giani T et al., 2015). L'interpretazione delle bande ottenute è stata 
eseguita in accordo con i criteri di Tenover (Tenover FC et al., 1995; Sammarco ML et al., 2014), 




impostando il cut-off di similarità pari a 85% e 90% per l'identificazione di cluster rispettivamente in 
K. pneumoniae e A. baumannii, e del 95% per per individuare i pulsotipi in entrambe le specie 
batteriche. È stato, inoltre, calcolato l’indice di diversità di Simpson (D) per valutare il potere 
discriminante della metodica di tipizzazione della PFGE eseguita con i diversi enzimi attraverso il 
seguente calcolo:                 
D = 1 − 
1
𝑁(𝑁 − 1)




dove N = numero totale di ceppi analizzati; S = numero totale di sottotipi (pulsotipi); nj = numero 
totale di ceppi appartenenti al sottotipo (Hunter P et al., 1988). 
 
 
4.1.7. Protocolli di MLST 
 
È stato utilizzato lo schema MLST di Pasteur per K. pneumoniae (Tabella 8) (Diancourt L et al., 
2005) e lo schema di Oxford per A. baumannii (Tabella 9) (Bartual S et al., 2005). Entrambi gli 
schemi hanno previsto l’amplificazione di 7 geni housekeeping, i cui prodotti di PCR sono stati 
sequenziati con il metodo di Sanger (Eurofins Genomics srl). L’identificazione dei profili allelici e 
l’assegnazione del Sequence Type (ST) è stata effettuata mediante l’utilizzo della piattaforma Pasteur 
(https://bigsdb.pasteur.fr/). È stato, inoltre, calcolato l’indice di diversità di Simpson (D) per valutare 








Tabella 8: Schema MLST di Pasteur per K. pneumoniae 
Locus Gene Sequenza (5’-3’) dei primer  Peso 
molecolare 
rpoB 





































Tabella 9: Schema MLST di Oxford per A. baumannii  
Locus Gene Sequenza (5’-3’) dei primer 
Peso 
molecolare 









































4.2. S. enterica non tifoidea a trasmissione alimentare e antibiotico-resistenza  
 
Nell’ambito dei controlli microbiologici ufficiali del Public Health England (PHE), nel periodo tra 
aprile 2013 e agosto 2018, sono stati raccolti 74.958 campioni di diversa orgine, provenenienti da 
alimenti, mangimi, acqua e campioni ambientali. I campioni sono stati prelevati presso Port Health 
Officers e Environmental Health Departments o Port Health Authorities in accordo con le linee guida 
sulle pratiche alimentari della Food Standards Agency (Food Standards Agency, 2015). Dopo la 
raccolta, i campioni sono stati conservati ad una temperatura <8°C e sono stati testati entro 24 ore nei 
Laboratori di microbiologia del PHE, sezione Food Water & Enviromental (FW&E). 
Tali Laboratori sono dislocati su tutto il territorio inglese, precisamente nelle città di Londra-
Colindale, York, Porton, Birmingham e Preston. I campioni sono stati testati per la presenza di 
Salmonella seguendo il metodo EN/ISO 6579 (International Organisation for Standardisation, 2002). 
I dati di ogni campione sono stati raccolti attraverso la compilazione di moduli di richiesta o mediante 
trasferimento diretto dai sistemi informativi dell'Autorità locale o portuale ad un sistema di gestione 
delle informazioni di laboratorio (Laboratory Information Management System-Starlims, Abbot).  
Per ogni campione, sono state disponibili le seguenti informazioni: sito di prelievo e contesto (vendita 
al dettaglio, attività di catering, posto d'ispezione frontaliero ecc.), data di raccolta, Paese di origine, 
tipo di campione e, se pertinente, tipo di alimento. L'identificazione di Salmonella è stata eseguita in 
ogni laboratorio FW&E come indicato nel metodo EN/ISO 6579 (International Organization for 
Standardization, 2002) e, se è stato possibile l’solamento, il ceppo è stato inviato al PHE- 









4.2.1 Analisi di un database relativo a campioni di diversa origine per valutare la 
prevalenza di Salmonella spp.   
 
L’analisi dei dati ha riguardato 74.958 campioni di diversa origine, includendo alimenti, mangimi, 
acqua e campioni ambientali. Per ciascuno di essi, sono state disponibili le seguenti informazioni: 
numero del campione (ID), data di registrazione del campione, sito di prelievo, descrizione del 
campione, profilo descrittivo per tipo di campione e motivo del campionamento, Paese di 
provenienza, tipo di test effettuato, risultati dei test di laboratorio, positività e negatività per 
contaminazione da Salmonella spp, serovar e altre informazioni. 
Il primo passo nell’analisi ha previsto la classificazione dei campioni in 4 macroaree: ‘alimento’, 
'ambientale', 'acqua' e 'mangimi'. In particolare, la categoria ‘alimento’ (o 'prodotto alimentare') ha 
raggruppato qualsiasi sostanza o prodotto, sia esso trasformato, parzialmente trasformato o non 
trasformato, destinato a essere e/o ragionevolmente previsto che venga ingerito dall'uomo. Il termine 
'alimento' ha, quindi, incluso: bevande, gomme da masticare e qualsiasi sostanza, compresa l'acqua, 
incorporata intenzionalmente negli alimenti durante la loro fabbricazione, preparazione o trattamento 
in conformità al Regolamento (CE) n. 178/2002 art. 2. 
È stata poi effettuata un’ulteriore classificazione in 'ready to eat' (pronto al consumo) (RTE) e in 
'non-ready to eat' (non pronto al consumo, non-RTE). Gli 'alimenti pronti - RTE' sono destinati dal 
produttore al consumo umano diretto senza la necessità di cottura o altra lavorazione efficace a 
eliminare o ridurre a un livello accettabile i microrganismi presenti, come riportato nel Regolamento 
(CE) 2073/2005 del 15 novembre 2005 sui criteri microbiologici per i prodotti alimentari (art. 2). 
Questo tipo di alimento non richiede alcun processo prima del consumo. Per 'trasformazione', invece, 
si intende qualsiasi azione che altera sostanzialmente il prodotto iniziale o prodotto non trasformato, 
includendo i processi di riscaldamento, affumicatura, stagionatura, essiccazione, marinatura, 
estrazione, estrusione o una combinazione di tali processi. Pertanto, i “prodotti trasformati” sono 
definiti come alimenti ottenuti dalla trasformazione di prodotti non trasformati e possono contenere 




ingredienti necessari per la loro fabbricazione o per conferire loro caratteristiche specifiche 
(Regolamento CE n. 852/2004). La categoria RTE include anche prodotti non trasformati, come erbe 
e spezie, foglie e semi e tutte le verdure che possono essere consumate crude, come ortaggi e frutta. 
Un alimento è stato considerato “non RTE” quando è previsto che il consumatore effettui delle 
manipolazioni per scopi appetibili, gastronomici o culinari. Gli alimenti grezzi possono essere 
'prodotti non trasformati', ovvero alimenti che non sono stati sottoposti a trattamenti; essi 
comprendono prodotti che sono stati divisi, tagliati, disossati, tritati, scuoiati, macinati, puliti, rifilati, 
sbucciati, macinati, refrigerati, congelati, surgelati o scongelati (Regolamento CE n. 852/2004). 
I campioni alimentari sono stati successivamente classificati in tre gruppi: prodotti di origine 'animale' 
o 'non animale' o come alimenti 'composti'. 
La categoria degli alimenti 'composti' ha incluso prodotti alimentari destinati al consumo umano che 
contengono sia prodotti trasformati di origine animale, sia prodotti di origine vegetale e comprende 
quelli in cui la trasformazione del prodotto primario è parte integrante della produzione del prodotto 
finale '(Decisione 2007/275/CE). Esempi di alimenti composti sono stati sandwich con prosciutto e 
insalata, insalata mista con tonno e uova, lasagne, dessert composti da cereali e latticini e maionese 
fatta da uova e olio vegetale.  
I campioni alimentari di origine animale sono stati ulteriormente suddivisi in diverse categorie: 
- categoria 'pesce', che ha raggruppato diversi tipi di frutti di mare, di acqua dolce o di origine marina 
come molluschi, crostacei e pesci ossei; 
- categoria “carne”, che ha incluso tutte le parti dei bovini domestici, carne suina, ovina, caprina e 
avicola adatte al consumo umano; 
- categoria ‘prodotti caseari’, che ha compreso tutti i prodotti derivati esclusivamente dal latte, come 
formaggi, burro, gelati, latte e yogurt; 
- categoria 'uova', ovvero uova in guscio, come quelle prodotte da galline, anatre, oche, tacchini, 
faraone o quaglie; 
- categoria 'Altro’ (ad esempio farina di insetti). 




I campioni di alimenti di origine non animale per il consumo umano sono stati suddivisi in: 
- categoria “Verdura”, includendo la frutta da sola o in combinazione con altra frutta, tutte le verdure 
da sole o in combinazione con altre verdure, crude o cotte; in essa sono state incluse anche frutta e 
verdura in scatola, refrigerata e congelata, frutta sciroppata e verdure in salamoia, funghi, semi e 
foglie;  
- categoria “Altro tipo di cibo”, includendo una minoranza di alimenti diversi, come grasso di origine 
vegetale. 
I campioni classificati come 'mangimi' hanno riguardato qualsiasi sostanza o prodotto, compresi gli 
additivi, trasformati, parzialmente trasformati o non trasformati, destinati ad essere utilizzati per 
l'alimentazione orale degli animali a norma del Regolamento (CE) n. 178/2002 (art. 2). Gli 'alimenti 
per animali domestici' sono materiali di origine vegetale o animale destinati al consumo da parte degli 
animali domestici, inclusi i prodotti denominati “dog chews” utilizzati per la pulizia dei denti degli 
stessi. 
I campioni ‘ambientali’ sono stati suddivisi in: 
- categoria “panno” usato per lavare e asciugare e trovato in un ambiente di produzione alimentare 
durante il monitoraggio microbiologico; 
- categoria “tampone” come campioni derivati da test di igiene nell'industria della ristorazione e 
alimentare o in un ristorante per verificare la contaminazione crociata e testare che le superfici e gli 
strumenti siano adeguatamente puliti; 
-  categoria “altro campione” meno numerosi o meno specifici. 








4.2.2. Analisi dei campioni risultati positivi per S. enterica non tifoidea 
 
Sono stati estrapolati i dati relativi a campioni contaminati da Salmonella non tifoidea (n=982), 
includendo anche le informazioni relative ai serovar e i dati di WGS. Il database ottenuto da 
STARLIMS è stato combinato con un altro ottenuto da MOLIS (software per la raccolta dei dati di 
laboratorio utilizzato da GBRU). I dati relativi ad un isolato sono stati automaticamente abbinati 
utilizzando un numero univoco di identificazione (ID). La corrispondenza è stata ottenuta anche 
manualmente laddove è stato necessario, utilizzando i documenti cartacei di ogni campione. Dopo 
aver effettuato una semplificazione del database, è stata effettuata un’analisi dei dati del numeratore 
mediante l’utilizzo di tabelle pivot Excel (Microsoft Office) focalizzando l’attenzione su provenienza, 
origine e serovar. Gli isolati di Salmonella provenienti dai laboratori di FW&E e ricevuti da GBRU 
nel 2013 sono stati tipizzati mediante sierotipizzazione convenzionale e categorizzati in serovar 
(Grimont PAD, Weill X, 2007), seguendo le linee guida WHO Collaborating Centre for Reference 
and Research on Salmonella ‘Antigenic formulae of the Salmonella serovars’ (Grimont PAD, Weill 
X, 2007). A partire dal 2014, la sierotipizzazione convenzionale è stata affiancata ad analisi di WGS, 
che è diventata la tecnica di elezione per tutti gli isolati (Ashton P et al., 2016). L’estrazione del DNA 
per l’analisi di WGS è stata effettuata presso i laboratori di GBRU del PHE, utilizzando un protocollo 
modificato di Qiasymphony DSP DNA midi kit (Qiagen, Hilden, Germania). La concentrazione del 
DNA estratto è stata determinata attraverso il sistema GloMax (Promega; Ashton P et al., 2015).  Il 
sequenziamento del DNA è stato effettuato presso l’unità di Genome Sequencing and Development 
Unit del PHE usando un protocollo standard 2x101 basi con lo strumento HiSeq 2500 (Illumina, San 
Diego, CA, USA) in modalità veloce. Utilizzando Trimmomatic (Ashton P et al., 2015), i frammenti 
delle letture del DNA sono stati tagliati e ritagliati e la qualità è stata ottenuta fino a raggiungere un 
punteggio PHRED inferiore a 30. Le sequenze inferiori a 50 bp sono state eliminate. Quindi, la 
sequenza defintiva ottenuta è stata confrontata con altre precedentemente archiviate, utilizzando la 




pipeline KmerID del PHE (https://github.com/phe-bioinformatics/kmerid), al fine di identificare il 
serovar di Salmonella (Ashton P et al., 2015).  
 
 
4.2.3. Analisi dei determinanti di resistenza ottenuti mediante WGS in ceppi  
di S. enterica non tifoidea provenienti da tre aree geografiche  
 
Tra i campioni risultati positivi a S. enterica non tifoidea, è stata effettuata un’analisi relativa a 384 
campioni, provenienti da Regno Unito (n=77), Thailandia (n=66) e Brasile (n=241). Tali campioni 
sono stati selezionati per Paese di origine, includendo quelli da cui il Regno Unito importa la maggior 
parte degli alimenti contaminati da S. enterica, per effettuare il confronto dei dati di AMR effettuato 
mediante l’utilizzo di tabelle pivot Excel (Microsoft Office). Per l’identificazione dei determinanti di 
antibiotico-resistenza nei ceppi è stato impiegato l’algoritmo “Genefinder” che, utilizzando Bowtie 
2, ha mappato la lettura della sequenza ottenuta mediante WGS con sequenze di riferimento e ha 
permesso di generare un file con Samtools (Langmead, Salzberg, 2012). Il match delle sequenze è 
stato definito positivo dopo aver soddisfatto diversi criteri: copertura della sequenza del 100%; 
variazione bese-call >85%; identità nucleotidica >90% (Neuert S et al., 2018). Il database di 
riferimento riguardante Salmonella non tifoidea contiene geni e mutazioni che codificano per 
resistenza a β-lattami, chinoloni, aminoglicosidi, sulfamidici, tetracicline, trimethoprim e fenicoli 











5.1.  K. pneumoniae 
 
5.1.1.  Profili di antibiotico-resistenza  
 
I risultati relativi alle concentrazioni minime di inibenti di antibiotico sono stati intepretati seguendo 
le linee guida EUCAST (Tabella 10).  
I 26 ceppi di K. pneumoniae hanno mostrato 21 diversi profili di resistenza (resistotipi) e 
caratteristiche di multiresistenza verso i carbapenemi: tutti i ceppi sono, infatti, risultati resistenti a 
ertapenem, 22 (84%) a meropenem e 20 (77%) a imipenem. Venti isolati sono stati caratterizzati 
come resistenti a tutti i carbapenemi testati. Inoltre, 19 (73%) ceppi sono risultati resistenti alla 
colistina (col-R). Nessun isolato ha mostrato suscettibilità verso ampicillina, amoxicillina-
clavulanato, ceftazidime, ciprofloxacina, cefotaxime, cefuroxime, levofloxacina, piperacillina e 
piperacillina-tazobactam. Inoltre, l’81% (n=21) ha presentato resistenza verso tobramicina, 16 (62%) 
a trimetoprim, 16 (61,5%) nei confronti di amikacina, 8 (31%) a tigeciclina, 5 a gentamicina e 2 verso 
fosfomicina. 
  




Tabella 10: Valori di breakpoints secondo EUCAST utilizzati per l’interpretazione 


































S ≤ R > 
Ampicillina 8 8 
Amoxicillina-Clavulanato 8 8 
Piperacillina 8 16 
Piperacillina-Tazobactam 8 16 
Cefalosporine 
  
S ≤ R > 
Cefotaxime 1 2 
Ceftazidime 1 4 
Cefuroxime  8 8 
Carbapenemi 
  
S ≤ R > 
Ertapenem 0,5 0,5 
Imipenem 2 4 
Meropenem 2 8 
Fluorochinoloni 
  
S ≤ R > 
Ciprofloxacina 0,25 0.5 
Levofloxacina 0,5 1 
Aminoglicosidi 
  
S ≤ R > 
Amikacina 8 16 
Gentamicina  2 4 
Tobramicina 2 4 
Tetracicline 
  
S ≤ R > 
Tigeciclina 0,5 0,5 
Agenti misti 
  
S ≤ R > 
Cloramfenicolo 8 8 
Colistina 2 2 
Fosfomicina 32 32 
Trimetoprim  2 4 
Trimetoprim-sulfametossazolo 2 4 




5.1.2. Prevalenza dei geni di resistenza 
 
Il gene blaKPC è stato riscontrato in tutti i ceppi di K. pneumoniae e il 69,2% (n=18) è risultato positivo 
a blaVIM. Nella gran parte dei ceppi è stata, inoltre, osservata la presenza di ESBL. Infatti, i geni 
blaSHV e blaTEM sono stati amplificati rispettivamente nel 96,2% (n=25) e nell’88,4% (n=23) dei ceppi, 
mentre l’84,6% (n=22) li ha presentatati entrambi. Il gene blaCTX-M è stato rilevato solo in due ceppi. 
Nessun isolato batterico ha mostrato la presenza di blaGES, blaNDM-1 o blaOXA-48 (Figura 1). 
 




























































































































































































































KP 3 - + + + +
KP 4 - + + + +
KP 5 - + + + +
KP 6 - + + + +
KP 7 - + + + +
KP 8 - + + + +
KP 9 - + + + +
KP 10 + + + + +
KP 11 - + + + +
KP 12 - + + + +
KP 14 - + + + +
KP 18 - + + + +
KP 19 - + + + +
KP 25 - + + + +
KP 27 - - + + +
KP 28 - + + - +
KP 29 - + + + +
KP 31 - + - - +
KP 32 + + + + +
KP 34 - + + - +
KP 36 - + + - +
KP 39 - + + - +
KP 40 - - + - +
KP 41 - + + - +
KP 42 - - + - +




























5.1.3. Prevalenza delle varianti mcr coinvolte nella resistenza alla colistina  
e analisi del gene mgrB 
 
Nessuno dei 19 ceppi col-R ha mostrato la presenza delle varianti plasmidiche mcr-1,2,3,4,5,6,7,8. 
La resistenza alla colistina è stata successivamente indagata mediante l’analisi del gene cromosomale 
mgrB. Una prima valutazione è stata effettuata mediante elettroforesi su gel di agarosio, considerando 
il peso molecolare di riferimento di 253 bp (Cannatelli A et al., 2014). I prodotti di PCR sono stati, 
quindi, sequenziati sia per identificare eventuali sequenze di inserzione (IS) presenti nel gene, sia per 
valutare la presenza di mutazioni coinvolte nell’acquisizione di resistenza per disattivazione della 
proteina. 
Ampliconi con un peso molecolare superiore a quello atteso sono stati osservati in 6 (31,6%) ceppi 
col-R e il sequenziamento ha 
confermato la presenza di un 
trasposone.  
In particolare, il trasposone più 
frequentemente identificato è 
risultato appartenente alla famiglia 
IS5-like (1056 bp), presente in 5/19 
(26%) ceppi.  Il trasposone ISKpn14 
è stato identificato solo nel ceppo 
KP11 (Figura 2).  
Nei 12 ceppi col-R con un amplicone atteso di 253 bp (Figura 2) sono state identificate mutazioni 
puntiformi nel gene mgrB, previa analisi delle sequenze in confronto con un ceppo wild-type di 
riferimento (Cannatelli A et al., 2014) e a due ceppi con fenotipo di sensibilità verso la colistina. In 
dettaglio, i ceppi KP9 e KP10 (10,5%) hanno riportato la presenza di una delezione (∆g19) con 









Figura 2: Tipi di mutazione identificate nel gene mgrB  
nei ceppi col-R di K. pneumoniae  




Nel 42,1% (n=8; KP5, KP31, KP34, KP36, KP40, KP41 e KP43) dei ceppi era presente la mutazione 
missenso t95g che dopo la traduzione è stata rappresentata dalla sostituzione V32G; la mutazione 
missenso c62a tradotta come T21N è stata osservata in un solo ceppo (KP28), come la mutazione 
missenso g60a tradotta in W20Stop presente in KP31. In un solo ceppo (KP6) non è stato possibile 
individuare mutazioni all’interno del gene. Le sequenze proteiche, previa identificazione del reading 
frame, sono state allineate con BioEdit, insieme con tre sequenze di riferimento per individuare le 
eventuali mutazioni presenti (Figure 3 e 4). Le sequenze ottenute, sia quelle wild-type di mgrB nei 
ceppi KP25 e KP42 (Accession numbers: MN389772 e MN389773, rispettivamente), sia quelle dei 
ceppi col-R che non hanno presentato IS (KP5, KP6, KP7, KP9, KP10, KP28, KP31, KP34, KP36, 
KP39, KP40, KP41 e KP43) sono state depositate sulla piattaforma BankIt/GenBank (Accession 
numbers: MN389775, MN389774, MN389776, MN389777, MN3897,78, MN389779, MN389780, 
MN389781, MN389782, MN389783, MN389784, MN389785 e MN389786, rispettivamente). 
Successivamente, le mutazioni individuate sono state analizzate con PROVEAN e i risultati sono 
riportati in Tabella 11. 





Figura 3: Allineamento delle sequenze di mgrB nei ceppi di K. pneumoniae resistenti alla colistina 
in confronto con le sequenze di ceppi wild-type  
Note: le sequenze di ceppi wild-type (WT) sono evidenziate in blu, mentre le mutazioni individuate in rosso. 





Figura 4: Allineamento delle sequenze proteiche ottenute per MgrB nei ceppi di K. pneumoniae 
resistenti alla colistina in confronto con ceppi wild-type  
Note: le sequenze proteiche di MgrB nei ceppi wild-type (WT) sono evidenziate in grigio scuro, mentre le 















































































1 V V V V V V V V V V V V V V V V
2 K K K K K K K K K K K K K K K K
3 K K K K K K K K K K K K K K K K
4 L L L L L L L L L L L L L L L L
5 R R R R R R R R R R R R R R R R
6 W W W W W W W W W W W W W W W W
7 W W W W W W W W W W W W W W F F
8 L L L L L L L L L L L L L L Y Y
9 L L L L L L L L L L L L L L stop stop
10 I I I I I I I I I I I I I I
11 V V V V V V V V V V V V V V
12 I I I I I I I I I I I I I I
13 I I I I I I I I I I I I I I
14 A A A A A A A A A A A A A A
15 G G G G G G G G G G G G G G
16 C C C C C C C C C C C C C C
17 L L L L L L L L L L L L L L
18 L L L L L L L L L L L L L L
19 L L L L L L L L L L L L L L
20 W W W W W W W W W W W W W stop
21 T T T T T T T T T T T T N 
22 Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
23 M M M M M M M M M M M M M
24 L L L L L L L L L L L L L
25 N N N N N N N N N N N N N
26 V V V V V V V V V V V V V
27 M M M M M M M M M M M M M
28 C C C C C C C C C C C C C
29 D D D D D D D D D D D D D
30 Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
31 D D D D D D D D D D D D D
32 V V V V G G G G G G G G V
33 Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
34 F F F F F F F F F F F F F
35 F F F F F F F F F F F F F
36 S S S S S S S S S S S S S
37 G G G G G G G G G G G G G
38 I I I I I I I I I I I I I
39 C C C C C C C C C C C C C
40 T T T T T T T T T T T T T
41 I I I I I I I I I I I I I
42 N N N N N N N N N N N N N
43 K K K K K K K K K K K K K
44 F F F F F F F F F F F F F
45 I I I I I I I I I I I I I
46 P P P P P P P P P P P P P
47 W W W W W W W W W W W W W
48 stop stop stop stop stop stop stop stop stop stop stop stop stop




Tabella 11: Risultati dell’analisi effettuata con PROVEAN di ogni sostituzione amminoacidica di 
















Valina in posizione 32 





Treonina in posizione 21 





Note: Le varianti e la loro descrizione sono riportate rispettivamente nella seconda e terza colonna. Lo score PROVEAN 
è una misura del cambiamento nella struttura delle proteine: se il punteggio è uguale o inferiore alla soglia predefinita 
(cut-off = -2,5), si prevede che la variante abbia un effetto 'deleterio'; se superiore, si prevede che la variante abbia un 
effetto 'neutro'. Nell'ultima colonna è descritto l'effetto della mutazione sulla funzionalità della proteina. 
 
  




5.1.4. Caratterizzazione molecolare mediante PFGE e MLST 
 
La PFGE effettuata per i 26 ceppi di K. pneumoniae ha mostrato la presenza di 12 clusters all’85% 
di similarità. Il cluster VIII è stato il più frequente, raggruppando 9 (34,6%) isolati, tra cui i ceppi 
contenenti IS5-like (KP8, KP12, KP14, KP18 e KP19), seguito dal cluster V con tre isolati; invece, 
ai clusters III, IV e VI è stato associato un solo isolato. L’analisi del dendrogramma ad un livello di 
similarità del 95% ha mostrato la presenza di 18 pulsotipi (PT) e il PT12 è risultato prevalente (n=4, 
15,3%), seguito da PT1, PT3, PT8 e PT10, ciascuno associato a due ceppi. Il potere discriminante 
della PFGE è stato misurato mediante l’Indice di Diversità di Simpson (Hunter P et al., 1988), 
risultando pari al 96% (Figura 5).  
L’analisi mediante MLST ha mostrato la circolazione di tre ST. Il ST512 è risultato prevalente (n=13, 
50%), seguito da ST101 (n=10; 38,4%) e da ST307 (n=2; 7,6%). Per il ceppo KP10 non è stato 
possibile assegnare un ST poiché la combinazione allelica ottenuta (4-1-1-52-1-1-7) non è ancora 
presente nel database. È utile sottolineare che ST512 è stato prevalente nel periodo 2014-2015 
(84,6%), mentre ST101 è stato predominante nella finestra temporale 2016-2017 (61,5%) (Figura 5). 
La metodica MLST ha mostrato un potere discriminante pari al 61%.  

































KP 28 1 I 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 27 1 I 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 43 2 II 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 36 3 III 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 34 3 III 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 4 4 IV 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 7 4 IV 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 40 5 V 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 41 6 V 2 6 1 5 4 1 6 1016
KP 39 7 V 2 6 1 5 4 1 6 101
KP 3 8 VI 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 6 8 VI 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 5 9 VII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 9 10 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 29 10 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 11 11 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 12 12 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 8 12 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 18 12 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 14 12 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 19 13 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 42 14 VIII 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 10* 15 IX 4 1 1 52 1 1 7 NON DEFINITO
KP 25 16 X 4 1 2 52 1 1 7 307
KP 31 17 XI 54 3 1 1 1 1 79 512
KP 32 18 XII 4 1 2 52 1 1 7 307
CEPPO PULSOTIPO CLUSTER ST
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5.2.  A. baumannii 
 
5.2.1. Profili di antibiotico-resistenza  
 
Tutti i risultati relativi alle concentrazioni minime di inibenti di antibiotico sono stati intepretati 
seguendo le linee guida EUCAST (Tabella 12).  
Tutte i ceppi di A. baumannii (n=24) hanno presentato resistenza a ampicillina, amoxicillina-
clavulonato, aztreonam, ceftazidime, cefotaxime, cefazolina, cefoxitina, ciprofloxacina, 
cloramfenicolo, imipenem, levofloxacina, meropenem, piperacillina, piperacillina-tazobactam e 
tetraciclina. Per quanto concerne la classe degli aminoglicosidi, il 79,2% (n=19) e il 95,8% (n=23) 
dei ceppi è risultato resistente rispettivamente a gentamicina e amikacina. La resistenza a cefepime è 
stata riscontrata nel 91,3% (n=21). La quasi totalità (n=22, 95,7%) ha, invece, mostrato suscettibilità 
verso la colistina, fatta eccezione per AC3 risultato resistente. Tutti gli isolati sono risultati resistenti 
a trimetoprim, tranne il ceppo AC39. 
  




Tabella 12: Valori di breakpoints secondo EUCAST utilizzati per l’interpretazione 
dell’antibiogramma in A. baumannii 
 
MIC breakpoints  
(mg/L) 
Penicilline S ≤ R > 
Ampicillina - - 
Amoxicillina-Clavulanato - - 
Piperacillina IE IE 
Piperacillina-Tazobactam IE IE 
Cefalosporine 
  
S ≤ R > 
Cefotaxime - - 
Ceftazidime - - 
Cefepime - - 
Cefazolina - - 
Cefoxitina - - 
Carbapenemi 
  
S ≤ R > 
Imipenem 2 4 
Meropenem 2 8 
Monobattami 
  
S ≤ R > 
Aztreonam - - 
Fluorochinoloni 
  
S ≤ R > 
Ciprofloxacina 0,06 1 
Levofloxacina 0,5 1 
Aminoglicosidi 
  
S ≤ R > 
Amikacina 8 16 
Gentamicina  4 4 
Tetracicline 
  
S ≤ R > 
Tetraciclina - - 
Agenti misti 
  
S ≤ R > 
Cloramfenicolo - - 
Colistina 2 2 
Fosfomicina - - 
Trimetoprim - - 




IE: prove insufficienti che l’antibiotico sia un buon bersaglio per la terapia contro l’agente 
- :  non esistono breakpoint; il test di suscettibilità non è raccomandato. 
 
  




5.2.2. Prevalenza dei geni di resistenza  
 
In tutti i 24 ceppi di A. baumannii è stata riscontrata la presenza di blaOXA-23, blaOXA-51 e blaAmpC. Al 
contrario, i geni blaSHV, blaKPC, blaGES, blaIMP, blaNDM-1, blaGIM, blaOXA-24 e blaOXA-58 non sono stati 
identificati. Inoltre, il gene blaVIM è risultato presente nel 33,3% (n=7) degli isolati. In particolare, 
sono risultati blaVIM positivi i ceppi AC3, AC14, AC15, AC16, AC19, AC20, AC22 ed AC39.  
Per quanto concerne i geni codificanti per le pompe di efflusso, tutti i ceppi hanno mostrato la 
presenza di adeB, adeJ, adeG, soxR e abeS, mentre i geni abeM e craA sono risultati sempre assenti. 
 

































































































































































































































































AC 1 + + + - + + + + + 19/04/2010
AC 2 + + + - + + + + + 17/05/2010
AC 3 + + + + + + + + + 03/06/2010
AC 4 + + + - + + + + + 07/06/2010
AC 5 + + + - + + + + + 14/06/2010
AC 6 + + + - + + + + + 14/06/2010
AC 7 + + + - + + + + + 12/07/2010
AC 8 + + + - + + + + + 12/07/2010
AC 11 + + + - + + + + + 02/08/2010
AC 12 + + + - + + + + + 02/08/2010
AC 14 + + + + + + + + + 23/08/2010
AC 15 + + + + + + + + + 27/09/2010
AC 16 + + + + + + + + + 27/09/2010
AC 19 + + + + + + + + + 04/10/2010
AC 20 + + + + + + + + + 04/10/2010
AC 22 + + + + + + + + + 18/10/2010
AC 25 + + + - + + + + + 25/10/2010
AC 27 + + + - + + + + + 25/10/2010
AC 28 + + + - + + + + + 02/11/2010
AC 29 + + + - + + + + + 02/11/2010
AC 30 + + + - + + + + + 02/11/2010
AC 33 + + + - + + + + + 02/11/2010
AC 38 + + + - + + + + + 29/11/2010












































5.2.3. Caratterizzazione molecolare mediante PFGE e MLST  
 
I 24 ceppi di A. baumannii sono stati tipizzati mediante PFGE utilizzando separatamente gli enzimi 
di restrizione ApaI e AscI, al fine di identificare le eventuali relazioni clonali utili a stabilire potenziali 
correlazioni epidemiologiche.  
Impostando il cut-off di similarità al 90%, mediante la combinazione dei profili ottenuti con entrambi 
gli enzimi, i 24 ceppi di A. baumanni sono stati raggruppati in quattro cluster (I-IV), analogamente a 
quanto ottenuto attraverso il solo enzima ApaI (Figura7). 
Il cluster I, è stato il raggruppamento più grande, includendo 10 (41,7%) ceppi, seguito dal cluster III 
con otto isolati (33,3%) e dal cluster IV con cinque (20,8%) isolati. Il cluster I ha raggruppato solo 
un ceppo, isolato nel reparto di nefrologia. I ceppi AC11, AC12, AC7 e AC8 hanno mostrato profili 
identici tra di loro, così come AC14, AC16, AC19, AC20 e AC22. L’analisi del dendrogramma 
generato con ApaI, ad un livello di similarità del 95% ha evidenziato 7 pulsotipi (PT), di cui il più 
frequente è stato PT4 associato ai 6 ceppi del cluster III; PT1, PT2 e PT7 sono stati associati a cinque 
ceppi. In particolare, PT1 è risultato associato ai primi cinque ceppi del cluster I; PT2 ai successivi 
cinque dello stesso cluster e PT7 agli isolati del cluster V. Solo i pulsotipi PT3, PT5 e PT6 sono stati 
associati ad un solo ceppo: PT3 ad un ceppo del cluster II, mentre PT5 e PT6 sono stati associati 
ciascuno ad un ceppo del cluster III (Figura 7). Inoltre, quattro ceppi (AC11, AC12, AC7 e AC8) con 
PT1 tutti hanno presentato i geni blaVIM, blaOXA-23, blaOXA-51, blaAmpC, adeB, adeJ, adeG e abeS.  
 






Figura 7: Dendrogramma ottenuto mediante PFGE con ApaI nei ceppi di A. baumannii  
PULSOTIPO CLUSTER
AC 11 1 I
AC 12 1 I
AC 7 1 I
AC 8 1 I
AC 15 1 I
AC 14 2 I
AC 16 2 I
AC 19 2 I
AC 20 2 I
AC 22 2 I
AC 3 3 II
AC 33 4 III
AC 38 4 III
AC 25 4 III
AC 29 4 III
AC 28 4 III
AC 30 4 III
AC 27 5 III
AC 39 6 III
AC 1 7 IV
AC 2 7 IV
AC 4 7 IV
AC 5 7 IV
AC 6 7 IV
PFGE Apa I – Apa I/Asc I
CEPPO




L’analisi del dendrogramma ottenuto mediante la digestione con l’endonucleasi AscI, al cut-off di 
similarità del 90%, ha rivelato sette cluster (I-VII) (Figura 8). Il cluster VI è stato prevalente 
raggruppando ben undici ceppi (45,8%) isolati tra luglio e novembre 2010, seguito dal cluster IV che 
ha incluso cinque ceppi (20,8%) isolati tra ottobre e novembre 2010. Nel cluster I sono stati 
raggruppati tre ceppi (12,5%) isolati nel mese di giugno 2010, AC4, AC5 ed AC6, identici tra loro. 
Nel cluster III, invece, sono stati inclusi i ceppi AC1 e AC2 (8,3%) identici tra loro, isolati ad aprile 
e maggio 2010. Il cluster II, V e VII hanno incluso solo un isolato, rispettivamente AC3 proveniente 
dal reparto di nefrologia, AC30 e AC39. 
In questo caso, l’analisi del dendrogramma con AscI ad un livello di similarità del 95% ha evidenziato 
11 pulsotipi, dei quali PT7 è stato il più frequente associato a cinque ceppi. Tale pulsotipo è stato 
seguito da PT4 associato a quattro ceppi e da PT1 e PT9, ciascuno associato a tre ceppi. Gli altri 
pulsotipi (PT2, 5, 6, 8 e 11), ad eccezione di PT3 e PT10 corrispondenti a due ceppi, sono stati 
associati ad un singolo ceppo. L’Indice di Simpson calcolato per la PFGE è risultato pari all’84% e 
al 91% rispettivamente per ApaI e AscI, sottolineando un elevato potere discriminante. 






Figura 8: Dendrogramma ottenuto mediante PFGE con AscI nei ceppi di A.baumannii  
  
PULSOTIPO CLUSTER
AC 4 1 I
AC 5 1 I
AC 6 1 I
AC 3 2 II
AC 1 3 III
AC 2 3 III
AC 27 4 IV
AC 28 4 IV
AC 29 4 IV
AC 33 4 IV
AC 25 5 IV
AC 30 6 V
AC 14 7 VI
AC 16 7 VI
AC 20 7 VI
AC 22 7 VI
AC 38 7 VI
AC 19 8 VI
AC 11 9 VI
AC 12 9 VI
AC 15 VI
AC 7 10 VI
AC 8 10 VI
AC 39 11 VII
CEPPO
Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.00%-1.00%) (H>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE AscI




L’analisi dei 24 ceppi di A. baumannii mediante MLST ha permesso di evidenziare tre ST. Di questi, 
ST1720 è stato prevalente (n=13; 54,2%), seguito da ST218 (n=8; 33,3%) e da ST513 (n=2; 8,3%). 
Per un ceppo, AB20, non è stato possibile assegnare un ST a causa di una combinazione allelica non 
riportata nel database e, quindi, ancora non depositata. I tre ST identificati sono risultati altamente 
correlati tra loro rappresentando ciascuno la variante monoallelica dell’altro. In dettaglio, utilizzando 
come riferimento ST1720, che è risultato prevalente, sono state osservate varianti monoalleliche per 
il gene recA sia per ST218 che per ST513, invece, nel caso del ST non definito, la variante 
monoallelica è stata riscontrata per il gene rpoD (Tabella 13). Il potere discriminante della metodica 
MLST è risultato pari al 61,2% (Figura 9). 
 
Tabella 13: Varianti alleliche e ST nei ceppi di A. baumannii secondo lo schema MLST-Oxford  
Geni e varianti alleliche  
gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD ST N (Prevalenza) 
1 3 3 102 2 102 3 1720 13 (54,2%) 
1 3 3 2 2 102 3 218 8   (33,3%) 
1 3 3 62 2 102 3 513 2   (8,3%) 










Figura 9: Tipizzazione molecolare dei 24 ceppi di A. baumannii mediante PFGE (dendrogramma 
combinato ApaI-AscI) e MLST secondo lo schema Oxford 
  
PULSOTIPO CLUSTER
AC 11 1 I 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 12 1 I 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 7 1 I 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 8 1 I 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 15 1 I 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 14 2 I 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 16 2 I 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 19 2 I 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 20 2 I 1 3 3 102 2 102 159 NON DEFINITO
AC 22 2 I 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 3 3 II 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 33 4 III 1 3 3 62 2 102 3 513
AC 38 4 III 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 25 4 III 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 29 4 III 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 28 4 III 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 30 4 III 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 27 5 III 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 39 6 III 1 3 3 62 2 102 3 513
AC 1 7 IV 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 2 7 IV 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 4 7 IV 1 3 3 2 2 102 3 218
AC 5 7 IV 1 3 3 102 2 102 3 1720
AC 6 7 IV 1 3 3 102 2 102 3 1720



























5.3. S. enterica non tifoidea 
 
5.3.1. Analisi di campioni di diversa orgine  
 
Un totale di 74.958 campioni sono stati sottoposti a test microbiologici per valutare la presenza di 
Salmonella spp. La maggior parte (n=30.537; 44,8%) è stata analizzata presso la sede dei Laboratori 
del FW&E di Colindale, Londra, mentre altri sono stati esaminati nei Laboratori di York (n=18.470; 
24,6%), Porton (n=13.183; 17,6%), Birmingham (n=8.873; 11,8%) e Preston (n=3.936; 5,2%).  
Il 90,7% (n=68.027) dei campioni era rappresentato da prodotti alimentari, l’8,1% (n=6.052) da fonti 
ambientali, l’1,1% (n=828) da mangimi e solo una minima parte (n=51; 0,07%) da acqua. 
L’analisi dei campioni da matrici alimentari ha rivelato che la maggior parte era di origine animale 
(n=30.964; 45,5%), seguito da origine non-animale o vegetale (n=16.268; 23,9%) e prodotti composti 
(n=20.795; 30,6%). I campioni di mangime erano prevalentemente di origine animale (n=827/828; 
99,9%). I campioni ambientali sono stati suddivisi in tre categorie: swab o tamponi (n=5.617; 92,8%), 
“panni” (n=403; 6,7%) e campioni di altra origine (n=32; 0,5%).  
Successivamente, alimenti di origine animale sono stati suddivisi in alimenti “ready to eat” (RTE) 
(n= 22.698; 73,3%) e non-RTE (n=8.265; 26,7%). Gli alimenti di origine vegetale sono stati perlopiù 
di tipo RTE (n=16.053; 98,7%). La totalità dei prodotti alimentari composti (n=20.795) è stata 
classificata come RTE (Figura 10). Durante il periodo considerato, pari a cinque anni (2013-2018), 
la raccolta delle varie tipologie di campione è rimasta costante, fatta eccezione per i campioni di 








Figura 10: Classificazione dei 74.958 campioni raccolti nell’ambito dei controlli igienico-sanitari 
nel Regno Unito nel periodo 2013-2018  
 








5.3.2. Analisi dei campioni positivi per S. enterica non tifoidea 
 
Il numero di campioni positivi per Salmonella non tifoidea è stato di n=982, pari all’1,3 % del totale. 
L’82% (n=809) era rappresentato da campioni di cibo, il 15,4% (n=151) da quelli ambientali, l’1,7% 
(n=17) da mangime e 5 da acqua (Figura 12). 
 
Figura 12: Descrizione dei 982 campioni risultati positivi per S. enterica non tifoidea 
classificati per tipologia di matrice  
 
Il numero di ceppi di S. enterica non tifoidea isolati è risultato variabile nell’arco temporale agosto 
2013-agosto 2018, registrando un picco nel 2017 (Figura13). 
Sono stati registrati in media 162 campioni di cibo positivi per Salmonella per anno, l’1,2% dei 
campioni di origine alimentare analizzati, seguiti da campioni ambientali con una media di 30 per 
anno, ovvero il 2,5% dei campioni ambientali totali. Per quanto riguarda i campioni di alimenti per 




animali, sono stati in media 3 per anno, il 2% del totale. Infine, è stato individuato un campione di 





Figura 13: Isolamento di ceppi di S. enterica non tifoidea nel periodo agosto 2013-agosto 2018  
 
Tra i campioni da alimenti risultati positivi per S. enterica non tifoidea, il 49,9% (n=404) è stato di 
origine animale, il 45,4% (n=367) di origine non animale e il 4,7% (n=38) è stato rappresentato da 
prodotti composti (Figura 14). La maggior parte dei campioni ambientali è stata rappresentata da 
swab (n=139), seguiti da panni (n=11; 7,28%) e filtri (n=1; 0,7%) (Figura 15). 










Figura 15: Classificazione dei campioni di origine ambientale positivi per S. enterica non tifoidea 
 
Tra i campioni di origine animale, l’88,1% (n=356) è stata classificata nella categoria non-RTE 
rappresentati soprattutto da carne (n=346; 97%), seguita da pesce (n=6; 1,6%) e uova (n=4; 1,1%). I 
campioni di origine animale classificati come RTE sono stati, invece, l’11,6% (n=47), soprattutto 
latticini (n=13; 27,7%) e carne (n=30; 63,8%). I campioni di origine non animale classificati come 
RTE sono stati solo ortaggi e frutta (n=367; 37,4%), mentre i cibi composti hanno rappresentato solo 
il 3,9% (n=38) dei campioni positivi. S. enterica non tifoidea è stata isolata soprattutto da campioni 




di pollame (n=349; 35,5%), seguito da campioni di foglie masticabili (n=264; 26,9%), swab 
(n=139;14,2%) e spezie (n=63; 6,4%) (Figura 16). 
 
 
Figura 16: Campioni positivi all’isolamento di S. enterica non tifoidea per tipologia di matrice  
 
In generale, la maggior parte (n=888/982; 90,4%) dei campioni positivi è stata importata da Paesi al 
di fuori della Comunità Europea, soprattutto Asia (n=292; 29,7%) e Sud America (n=276; 28,1%). I 
campioni ambientali positivi erano tutti provenienti dal Regno Unito (n=81; 8,2%) e perlopiù da swab 
(n=38, 46,9%). È da segnalare che per almeno un terzo dei campioni la provenienza è risultata non 
nota (Figura 17). 
Il 61,6% (n=180) dei campioni positivi provenienti dall’Asia era rappresentato da foglie masticabili 
(leaves), seguito da campioni di pollame (n=55; 18,8%) e spezie (n=23; 7,9%) (Figura 17). Il 91,6% 
(n=253) dei campioni provenienti da Sud America era costituito da pollo, seguito da tacchino (n=12; 
4,3%) (Figura 17).  
Per quanto riguarda i campioni positivi provenienti dal Regno Unito, il 46,9% (n=38/81) è stato 
rappresentato da swab, mentre la restante parte è stata rappresentata da campioni di cibo, in particolare 




da prodotti RTE contenenti pollo (n=16/81; 19,8%) come sandwich di pollo, seguito da pollo RTE 




Figura 17: Provenienza e tipologia di campioni positivi per S. enterica non tifoidea 
 
Tra i campioni originari dell’Asia, la maggior parte delle foglie (betel, paan, etc.) contaminate è 
risultata provente da India (68/180; 37,8%), Laos (39/180; 21,7%), Bangladesh (35/180; 19,4%), 
Tailandia (20/180; 11,1%) e Malesia (10/180; 5,6%). Il 93,3% (n=14/15) degli alimenti destinati ad 
animali domestici (pet-food) e il 92,7% (n=51/55) dei campioni positivi di pollo erano provenienti 
dalla Tailandia. 
Tra i campioni dal Sud America, la maggior parte dei campioni di pollo (237/253; 93,6%) e la totalità 
di quelli di tacchino (12/12; 100%) sono risultati provenienti dal Brasile. Una piccola percentuale di 
campioni di pollo proveniva anche dal Cile (14/251; 5,6%). I campioni di foglie, invece, sono risultati 
provenienti dalla Cambogia (6/9; 66,7%) e dalla Repubblica Dominicana (3/9; 33,3%). 
Il 46,9% (n=38/81) dei campioni positivi per S. enterica non tifoidea provenienti dal Regno Unito 
erano swab, mentre la restante parte era costituita da campioni di cibo, in particolare da prodotti RTE 




composti contenenti pollo (n=16/81; 19,8%), come sandwich di pollo, seguiti da pollo RTE (n= 6/81; 
7,4%) come pollo cotto e affettato e carne di pollo non RTE (n= 5/81; 61,7%). 
Tutti gli isolati di Salmonella enterica non tifoidea (n=982) sono stati sottoposti a WGS. Di questi, il 
65,1% (n=639) è stato identificato come sottospecie I e includeva 77 diversi serovars.  
Per il 34,7% dei campioni, i risultati sono andati persi e non è stato possibile determinare il serovar 
di appartenenza.  
In generale, i dieci serovars più comuni sono stati S. Heidelberg (191/982, 19,4%); S. Agona 
(n=65/982, 6,6%); S. Enteritidis (n=33/982, 3,4%); S. Infantis e S. Typhimurium-monofasic (per 
entrambe n=28/982, 2,9%); S. Minnesota e S. Typhimurium (per entrambe n=25/982, 2,5%); S. 
Bovis-morbificans (n=21/982, 2,1%); S. Brunei (n=19/982, 1,9%) e S. Braenderup (n=11/982, 1,1%) 
(Tabella 14). 
L'Asia è stato il Paese con la maggiore variabilità in termini di serovars. L'89,5% di S. Brunei e l'80% 
di S. Albany era proveniente dall'Asia, mentre il 96,9% di S. Heidelberg dal Sud America, come il 
96% di S. Minnesota e il 67,9% di S. Infantis. Il 90,4% del serovar Bovis-morbificans ed il 33,8% di 
S. Agona era proveniente dal Regno Unito. 
Riguardo i dieci serovars prevalenti, il 99,5% di S. Heidelberg è stato isolato principalmente in 
campioni di pollo (n=190/191) (il rapporto è espresso in termini di isolati dello stesso serovar in una 
definita tipologia di campione/numero di ceppi totale del serovar specifico), come S. Infantis 
(n=24/26; 92,3%), S. Minnesota (n=25/25; 100%), S. Enteritidis (n=17/23; 73,9%) e S. Albany (n=9; 
90%). I serovar S. Agona, S. Typhimurium-monophasic e S. Bovis-morbificans sono stati soprattutto 
riconducibili ai tamponi (n=47/60, 78,3%), (n=26/26, 100%) e (n=19/19, 100%) rispettivamente. S. 
Brunei è stato isolato solo da campioni di foglie (n= 19/19, 100%). S. Typhimurium, invece, è stato 
il serovar più ubiquitario, essendo stato osservato in campioni di foglie (n=7/17, 41%), swab (n=6/17, 
35,3%) e campioni di pollo (n=4/17, 23,5%) (Figura 18). 
 




Tabella 14: Prevalenza dei serovars identificati nei campioni positivi per S. enterica non tifoidea 
Serovars  N Prevalenza 
 Heidelberg 191  19,5% 
 Agona 65 6,2% 
 Enteritidis 33 3,4% 
 Infantis 28 28,5% 
 Typhimurium-monophasic  28 28,5% 
 Minnesota 25 2,5% 
 Typhimurium 25 2,5% 
 Bovis-morbificans 21 2,1% 
 Brunei  19 1,9% 
 Braenderup 11 1,1% 
 Albany 10 1,0% 
 Newport  10 1,0% 
 Weltevreden 10 1,0% 
 Mbandaka 9 0,9% 
 Bareilly 8 0,8% 
 Hvittingfoss 8 0,8% 
 Virchow  8 0,8% 
 Javiana 6 0,6% 
 Unnamed 6 0,6% 
 Dublin  5 0,5% 
 Gold-coast  5 0,5% 
 Kedougou  5 0,5% 
 London 5 0,5% 
 Rissen 5 0,5% 
 Saint-paul 5 0,5% 
 Unnamed  5 0,5% 
 Kentucky  4 0,4% 
 Muenchen  4 0,4% 
 Rubislaw 4 0,4% 
 Senftenberg  4 0,4% 
 poona 3 0,3% 
 Richmond 3 0,3% 
 Stanley 3 0,3% 
 Uzaramo  3 0,3% 
 Arizonae 2 0,2% 
 Chester  2 0,2% 
 Cubana  2 0,2% 
 Fulica  2 0,2% 
 Gaminara 2 0,2% 












 Java 2 0,2% 
 Molade 2 0,2% 
 Mount-pleasant 2 0,2% 
 Ohio  2 0,2% 
 Stanleyville 2 0,2% 
 Thompson 2 0,2% 
 Amsterdam  1 0,1% 
 Anatum 1 0,1% 
 Binza  1 0,1% 
 Bleadon 1 0,1% 
 Derby 1 0,1% 
 Guildford  1 0,1% 
 Hadar      1 0,1% 
 Hofit 1 0,1% 
 Houten  1 0,1% 
 Idikan  1 0,1% 
 Karamoja 1 0,1% 
 Kasenyi 1 0,1% 
 Lanka  1 0,1% 
 Larochelle &  Infantis  1 0,1% 
 Llandoff   1 0,1% 
 Meleagridis 1 0,1% 
 Morehead  1 0,1% 
 Napoli 1 0,1% 
 Oranienburg 1 0,1% 
 Oranienburg  1 0,1% 
 Orion  1 0,1% 
 Ramat-gan 1 0,1% 
 Ruiru  1 0,1% 
 San-diego 1 0,1% 
 Saphra  1 0,1% 
 Tamberma  1 0,1% 
 Teko  1 0,1% 
 Urbana 1 0,1% 
 Westhampton  1 0,1% 
 Westminster 1 0,1% 





Totale  639 65,1% 
Non definito 343 34,9% 
Totale campioni positivi 982  









Figura 18: Principali serovars nei campioni maggiormente contaminati da S. enterica non tifoidea 




5.3.3 Prevalenza dei determinanti di resistenza valutati mediante WGS  
 
L’analisi dei dati di antibiotico-resistenza ha riguardato un sottoinsieme (n=384) di ceppi di S. 
enterica non tifoidea. In dettaglio, sono stati selezionati per l’analisi solo i campioni provenienti 
da Regno Unito (n=77), Tailandia (n=61) e Brasile (n=240). I dati erano, infatti, più omogenei 
in termini di completezza ed anche più rappresentativi di regioni geografiche molto diverse e 
lontane tra loro. L’analisi è stata incentrata sulla provenienza dei differenti serovars e dei 
determinanti di resistenza. Dei 384 campioni selezionati, uno solo è stato isolato nel 2013 ed 
era proveniente dal Regno Unito, mentre l'80% (n=16/20) dei campioni del 2014 proveniva 
dalla Tailandia, come per il 2015 (n=14/19, 73%). Il 76% (n=38/50) dei campioni relativi al 
2016 era proveniente dal Regno Unito ed il 14% (n=7/50) dalla Tailandia. Nel 2017 è stato 
registrato un picco di raccolta di campioni positivi a S. enterica non tifoidea. I campioni 
originari dal Brasile sono risultati prevalenti (n=147/203, 72,4%) nel 2017, seguiti dal 15,3% 
(n=31/203) dal Regno Unito e dal 12,3% (n=25/203) dalla Tailandia. Nel 2018, il 94,5% 
(n=86/91) dei campioni era proveniente dal Brasile (Figura 19). 
 
Figura 19: Origine e distribuzione dei 384 campioni considerati nel periodo 2013-2018 





Tutti i campioni di swab (n=38) e di panno (n=1) erano provenienti dal Regno Unito, come tutti 
gli alimenti composti RTE o di origine animale ed i campioni di pesce non RTE. Dal Brasile 
erano provenienti principalmente alimenti di origine animale non RTE (n=236/229, 81,1%), 
mentre il 77,8% (n=7/9) degli alimenti per animali domestici e il 69,2% (n=9/13) di prodotti di 
origine non animale RTE dalla Tailandia.  
S. Heidelberg è stato il serovar prevalente nei campioni del Brasile (n=201/241, 83%), seguito 
da S. Minnesota (n=24/241, 10%) ed altri serovars minori, come S. Agona, S. Saintpaul, S. 
Infantis, S. Enteritidis, S. Give e S. Schwarzengrund. Il serovar più frequente nei campioni dalla 
Tailandia è stato S. Enteritidis (n=14/66, 21,2%), seguito da S. Albany (n=8/66, 12,2%) e S. 
Agona (n=6/66, 9,1%) e serovars minori. S. Agona è stato il serovar maggiormente identificato 
nei campioni del Regno Unito (n=22/77, 28,6%), seguito da S. Branderup (n=21/77, 27,3%), S. 
Bovis-morbificans (n=19/77, 24,7 %) e altri serovars minori.  
Attraverso il WGS dei 384 campioni selezionati, è stato analizzato il profilo genetico per 
stabilire la prevalenza di determinanti implicati nella resistenza verso 12 classi di antibiotici 
considerati (aminoglicosidi, chinoloni, macrolidi, β-lattamici, trimetoprim, fosfomicina, 
tetracicline, sulfamidici, amfenicoli, rinfamicina, carbapenemi, acido fusidico). Nessun ceppo 
ha mostrato i geni codificanti per la resistenza a rinfamicina, acido fusidico e carbapenemi, ma 
il 61,2% (n=235) ha presentato una o più β-lattamasi (CMY-2, CMY-18, CMY-54, CTX-M-2, 
CTX-M-8, CTX-M-55, CTX-M-65, TEM-1, TEM-117-p*, TEM-135, TEM-191-p*, blaBIL-
1[u], CARB-2, CTX-M-55, ACT-24[v]). Quasi tutti i ceppi (n=380/384, 99%) sono risultati 
positivi per i geni associati alla resistenza agli aminoglicosidi (aac(6')-Iy, aac(3)-Via, aadA-12, 
aadA-1, aac(6')-Iaa, aac(3)-IId, aadA-2, aph(6)-Id, aph(4)Ia, strB, strA, aadA-1b, aadD, aadA-
8b, aadA-17, aadA-13*). Inoltre, nell'89,8% (n=345/380) è stata osservata la presenza di geni 
di resistenza nei confronti dei chinoloni (parC, gyrA, qnrB-19, qnrS-1), mentre il 65,1% 
(n=250/384) ed il 59,1% (n=227/384) hanno mostrato i determinanti implicati rispettivamente 




nella resistenza alla tetraciclina (tet(A), tet(A)-1, tet(D), tet(G), tet(J)) e al sulfametossazolo 
(sul-1, sul-2, sul-3). Il 9,6% (n=37/384) è risultato positivo ai determinanti di resistenza per i 
macrolidi (lnu-(A), sat2A, mph-(B)); il 5,2% (n=20/384) e l’1,5% (n=6/384) a quelli associati 
rispettivamente alla resistenza a trimetoprim (dfrA-1, dfrA-14, dfrA-8, dfrA-12) e al 
cloramfenicolo (floR, catA-2, cml-1*, FOSa[V]). Solo un ceppo (0,2%) ha presentato il gene 
fosA codificante per la resistenza alla fosfomicina. 
Per quanto riguarda i profili di resistenza, tre ceppi (due dal Brasile; uno dalla Tailandia) hanno 
mostrato resistenza a 8 classi di antibiotici, includendo aminoglicosidi, chinoloni, macrolidi, β-
lattamici, trimetoprim, tetracicline, sulfamidici e amfenicoli; 4 ceppi sono risultati resistenti a 
7 classi di antibiotici (25% da Brasile e 75% da Tailandia) e 8 ceppi presentavano resistenza a 
6 classi di antibiotici. Il 34,4% (n=132/384) era resistente a 5 classi. A quattro classi sono 
risultati resistenti 105 ceppi (27,3%). Il 23,1% (n=80/384) era resistente a tre classi e il 6,5% 
(n=25/384) e il 7% (n=27/384) rispettivamente a due e una classe di antibiotici.  
 
 
Figura 20: Numero di classi di antibiotici verso le quali è stata osservata la resistenza  
nei ceppi di S. enterica non tifoidea in base alla provenienza 




Sono stati definiti MDR i ceppi che presentano resistenza a più di tre classi di antibiotici, che 
sono stati l'86,5% (n=332/384). Di questi, il 13,8% (n= 46/332) era proveniente dal Regno 
Unito e dalla Tailandia e il 72,3% (n=240/332) dal Brasile. Il 99% dei ceppi dal Brasile è 
risultato MDR, mentre il 70% e il 60% rispettivamente di quelli provenienti da Tailandia e dal 






Figura 21: Prevalenza di ceppi MDR per Paese di provenienza  





Figura 22: Numero di ceppi che hanno presentato un profilo MDR categorizzati per classi di 
antibiotici e serovar 
1 2 3 4 5 6 7 8 totale 




S. Heidelberg 16 78 98 4 3 2
S. Infantis 2 1




Tailandia 8 12 18 15 9 0 3 1 66
S. Agona 1 5




S. Enteritidis 6 3 5
S. Give 1
S. Houten 1









S. Ramat- gan 1
S. Rissen 2
S. Senftenberg 2 1
S. Stanley 1
S. Typhimurium 1 1 2
S. Virchow 1
S. Weltevreden 1 2
Regno Unito 18 13 36 2 6 2 77
S. Agona 10 12
S. Anatum 1
S. Bovis-morbificans 17 2










S. Typhimurium - monophasic 3 1
profilo - Multi Drug Resistant
Numero classi antibiotiche




Tutti i campioni provenienti dal 
Brasile contaminati da S. enterica 
non tifoidea sono risultati positivi alla 
β-lattamasi CMY-2 e aac(6')-ly 
implicato nella resistenza agli 
aminoglicosidi. Quasi il totale dei 
ceppi ha, inoltre, presentato i geni 
parC (n=235/240; 97,9%) e gyrA 
(n=203/240; 85,6%), entrambi 
coinvolti nella resistenza ai 
chinoloni; sul-2 (n=226/240; 94,2%) 
associato alla resistenza al 
sulfametossazolo e tet(a)-1 
(n=227/240; 94,6%), determinante di 












Figura 23: Prevalenza dei determinanti di resistenza 
negli isolati da campioni provenienti dal 
Brasile 





Tra i 66 ceppi isolati da campioni 
provenienti dalla Tailandia, quasi 
tutti sono risultati ai determinanti 
associati alla resistenza verso 
aminoglicosidi (n=64/66, 97%). In 
particolare, i determinanti di 
resistenza sono stati aac(6')ly e 
aac(6')laa, rispettivamente osservati 
nel 56,1% (n=37/66) e 40,9% 
(n=27/66) degli isolati. Il 42,2% è, 
inoltre, risultato positivo alle β-
lattamasi, con tre determinanti 
maggiormente coinvolti, quali TEM-
1 (n=7/66; 10,6%), TEM-117p* 
(n=9/66; 13,6%) e TEM-135 
(n=8/66;12,1%). L'81,8% (n=54/66) 
presentava i determinanti di 
resistenza ai chinoloni mostrando le 
varianti geniche di parC e gyrA, 
rispettivamente nel 59,1% (n=39/66) 
e nel 31,8% (n= 21/66) degli isolati 
(Figura 24).  Figura 24: Prevalenza dei determinanti di resistenza 
negli isolati da campioni provenienti dalla 
Tailandia 




Dei 77 isolati da campioni 
provenienti dal Regno Unito, il 
68,8% (n=53/77) e il 37,7% 
(n=29/77) sono risultati positivi 
rispettivamente per aac(6')ly e per 
aac(6')Iaa, che conferiscono 
resistenza agli aminoglicosidi. Il 
9,1% (n=7/77) ha mostrato i 
determinanti implicati sia nella 
reisistenza verso i β-lattamici, per 
la presenza del determinante 
ACT-24, sia verso il 
sulfametossazolo con sul-2. Il 
70,1% (n=54/77) ha mostrato, 
inoltre, varianti di parC associato 
alla resistenza ai chinoloni. Solo 
un ceppo ha presentato il gene 
fosA codificante per la resistenza 







Figura 25: Prevalenza dei determinanti di resistenza 
negli isolati da campioni provenienti dal 
Regno Unito 






La rapida diffusione della resistenza agli antibiotici in batteri che causano infezioni nell’uomo 
è ad oggi un problema di dimensioni globali. A partire dal 2050, sono stimati 10 milioni di 
decessi ogni anno a causa di infezioni sostenute da batteri MDR, molte di più di quelle dovute 
al cancro (8,2 milioni) (O’Neill J et al., 2016). Con l’emergenza di patogeni multiresistenti è 
sempre più evidente la necessità di implementare strategie rapide e sensibili per 
l’identificazione precoce ed il controllo della diffusione. In questo scenario, l’utilizzo di metodi 
di tipizzazione molecolare rappresenta un valido approccio per definire la struttura di una 
popolazione batterica; per tracciare le fonti di infezione e definire i meccanismi di trasmissione; 
per aumentare le conoscenze riguardo l’epidemiologia di tali infezioni, in termini di prevalenza, 
incidenza e persistenza, e per implementare interventi razionali per il controllo e la gestione di 
eventuali focolai in ambito ospedaliero e/o in comunità (Donnarumma F et al.,  2011). 
 
 
6.1.  Resistenza agli antibiotici ed epidemiologia molecolare  
di K. pneumoniae  
 
Una parte di questo lavoro di tesi descrive i risultati ottenuti dalla caratterizzazione 
biomolecolare di ceppi di K. pneumoniae isolati nel periodo 2014-2017 nell’ambito del sistema 
di sorveglianza degli “Alert organisms” implementato presso il Presidio Ospedaliero “A. 
Cardarelli” di Campobasso, Regione Molise. I risultati dello studio hanno evidenziato come 
questo batterio Gram-negativo sia maggiormente isolato da pazienti di età avanzata e dal reparto 
di terapia intensiva, dove le procedure e l’utilizzo di devices invasivi giocano un ruolo cruciale 




nell’insorgenza di tali infezioni (Giani T et al., 2015; Cristina ML et al., 2016; Codjoe FS et al., 
2018).   
Lo studio ha riguardato 24 ceppi di K. pneumoniae, nei quali sono stati individuati 21 profili di 
resistenza, sottolineando l’elevata diversità fenotipica intra-specie. Tutti gli isolati hanno 
presentato, inoltre, un profilo MDR, con una elevata prevalenza di resistenza verso i 
carbapenemi (76,9%) e la colistina (73%), anche se è importante sottolineare, ancora una volta, 
che i microrganismi sono stati isolati e segnalati nell’ambito di un sistema di sorveglianza per 
‘Alert organisms’.  
Sebbene sia da segnalare un’elevata suscettibilità dei ceppi alla fosfomicina (92%), antibiotico 
recentemente preso in considerazione per il trattamento di infezioni sostenute da patogeni XDR, 
desta preoccupazione il fatto che anche verso questo antibiotico stia emergendo una resistenza 
mediata dal gene fosA, il quale può essere trasferito mediante plasmidi tra i batteri delle 
Enterobacteriaceae (Klontz EH et al., 2017).  
Ceppi di K. pneumoniae produttori di carbapenemasi si sono diffusi rapidamente in ambito 
ospedaliero in tutto il mondo, inclusa l’Italia, dove sono in continuo aumento, passando da una 
prevalenza del 2% nel 2009 al 19% nel 2012, fino a raggiungere il 34,3 % nel 2013 (European 
Centre for Disease Prevention, 2010, 2014; Sisto A et al., 2012). 
La colistina negli ultimi anni è stata presa nuovamente in considerazione come scelta 
terapeutica per individuare farmaci alternativi ai carbapenemi, sebbene recenti studi abbiano 
riportato un’emergente resistenza anche ad essa, sia a livello mondiale, sia a livello nazionale 
(Monaco M et al., 2014).  La comparsa e la diffusione di questa nuova resistenza, aggiuntiva a 
quella nei confronti dei carbapenemi, rende il problema degli Enterobatteri produttori di 
carbapenemasi ancora più allarmante per la salute pubblica. Il trattamento con colistina e, 
soprattutto, la durata dello stesso, sono tra i principali fattori di rischio per l’aumento della 
prevalenza di ceppi resistenti. Alcuni batteri Gram-negativi multiresistenti sono considerati 
intrinsecamente non-suscettibili alla colistina, come Proteus, Providencia e Morganella 




(Kontopidou F et al., 2011). Ulteriore motivo di preoccupazione è anche la concomitante 
resistenza alla colistina in A. baumannii (Qureshi ZA et al., 2015), microrganismo 
frequentemente isolato in casi di colonizzazione/infezione nei pazienti ricoverati in terapia 
intensiva o in condizioni critiche. Quindi, con l’aumento del ricorso alla colistina per il 
trattamento di infezioni sostenute da patogeni Gram-negativi multiresistenti, è altamente 
probabile che anche la diffusione della resistenza ad essa sia destinata ad aumentare 
drasticamente nel contesto assistenziale (Mammina C et al., 2012), contribuendo alla selezione 
e alla diffusione di ceppi resistenti che, in breve tempo, potrebbero passare da essere classificati 
come multiresistenti (MDR) a estensivamente resistenti (XDR), e addirittura a pan-resistenti 
(PDR) (Granata G et al., 2017; Rello J et al., 2018; Jafari Z et al., 2019). 
L’analisi in questo studio ha evidenziato un’elevata prevalenza di ceppi resistenti alla colistina, 
che è risultata molto più alta rispetto a quella riportata da altri studi italiani, compresa tra il 36% 
e il 50% (Giani T et al., 2015; Giordano C et al., 2019; Moradigaravand D et al., 2017; 
Lomonaco S et al., 2018), sebbene il dato ottenuto potrebbe essere sovrastimato in quanto 
basato solo su ‘Alert organisms’ con profilo MDR. KPC, codificata dal gene blaKPC e tutte le 
sue varianti, è la carbapenemasi principalmente riportata negli isolati di K. pneumoniae e 
presenta un’attività contro tutti i β-lattamici. Negli ultimi anni, tale enzima è stato riscontrato 
in numerose altre specie batteriche, come E. coli, Enterobacter e Proteus (Kopotsa K et al., 
2019). Da quando è stata individuata per la prima volta nel 2001 (Arnold RS et al., 2011), i 
batteri produttori di KPC hanno determinato numerosi outbreaks in molti Paesi dell’Asia, Nord 
America, Africa e anche in Europa (Codjoe F et al., 2018). Nello studio, blaKPC è stato 
riscontrato in tutti i ceppi di K. pneumoniae analizzati, in linea con i dati nazionali che riportano 
livelli endemici di tale determinante di resistenza (Sabbatucci M et al., 2018). In Italia, gli 
enzimi KPC sono stati segnalati per la prima volta alla fine del 2008, in un paziente che aveva 
soggiornato in Israele e che aveva presentato un’infezione intra-addominale. La seconda 
segnalazione dell’isolamento di KPC, invece, è avvenuta nel 2009 e ha riguardato due pazienti 




ricoverati in un ospedale di Roma (Girmenia C et al., 2016). Da allora, ceppi di K. pneumoniae 
produttori di KPC hanno subito una rapida ed ampia diffusione, con diverse segnalazioni di 
focolai epidemici nel setting ospedaliero dal nord al sud Italia (Girmenia C et al., 2016). Il 
problema della resistenza ai carbapenemi in Italia si sta ulteriormente aggravando 
dall’emergenza di ceppi resistenti alla colistina e contemporaneamente produttori di KPC 
(Canton R et al., 2012). 
La carbapenemasi VIM codificata dal gene blaVIM è risultata presente nel 70% dei ceppi 
analizzati. Questa MβL è la carbapenemasi di classe B più comunemente isolata a livello 
globale e l’Italia è stato il primo Paese del bacino del Mediterraneo a segnalarne la presenza di 
isolamenti sporadici in K. pneumoniae (Girmenia C et al., 2016). Da allora, isolamenti 
occasionali o eventi epidemici a livello ospedaliero causate da enzimi VIM sono stati descritti 
su tutto il territorio nazionale. Tra le prime segnalazioni sulla presenza di ceppi produttori di 
VIM, vi è stata quella relativa a un outbreak causato da ceppi multiresistenti di K. pneumoniae, 
verificatosi in tre reparti di un ospedale di Genova tra settembre 2004 e marzo 2005 (Cagnacci 
S et al., 2007). La presenza di VIM in K. pneumoniae non ha subito un'ampia diffusione negli 
altri Paesi del Mediterraneo, ad eccezione della Grecia, dove diversi casi sporadici e focolai 
epidemici sono stati segnalati negli ultimi anni (Girmenia C et al., 2016). 
Nei ceppi in studio, inoltre, è importante sottolineare l’assenza di NDM-1 e OXA-48, come 
quella di IMP e GES, analogamente a quanto riportato dai dati nazionali che, ad oggi, hanno 
riportato solo casi sporadici (Day MJ et al 2019).   
A livello globale, lo scenario attuale è preoccupante per la continua diffusione di KPC in K. 
pneumoniae in associazione con i cloni ST258 e ST512, responsabili di importanti e numerosi 
eventi epidemici (Munoz-Price LS et al., 2013), mentre VIM, sebbene sia stata segnalata, resta  
una carbapenemasi non ancora ampiamente diffusa in Italia (Cantón R et al., 2012). 
La resistenza alla penicillina in K. pneumoniae è stata segnalata per la prima volta all'inizio gli 
anni '60, portando all'identificazione delle prime β-lattamasi, blaSHV-1 e blaTEM-1. Due decenni 




dopo la prima ESBL, in K. pneumoniae è stato identificato blaSHV-2 in un paziente ricoverato in 
terapia intensiva in Germania (Kliebe C et al., 1985; Navon-Venezia S et al., 2017). Il gene 
blaSHV ha mostrato un'attività a spettro esteso contro i β-lattamici, comprese le cefalosporine di 
terza generazione e i monobattami. Poco dopo, un'altra variante di ESBL mediata da plasmidi, 
blaTEM-3, riconducibile a questo patogeno è stata riportata in Francia (Sirot D et al., 1987; 
Navon-Venezia S et al., 2017). Da allora, K. pneumoniae è divenuto il patogeno maggiormente 
associato ad epidemie e produttore di ESBL. Negli ultimi 30 anni, le ESBL hanno raggiunto 
livelli endemici in tutto il mondo, compresa l’Italia (Calbo E, Garau J, 2015). I risultati ottenuti 
dallo studio dei 26 ceppi di K. pneumoniae riguardanti la presenza di tali determinanti di 
resistenza sono in linea con altri studi, nei quali è stato riportato che i geni blaTEM e blaSHV, che 
sono stati riscontrati con una maggiore prevalenza, sono frequentemente associati a infezioni 
sostenute da K. pneumoniae (Corbella M et al., 2018; Shakib P et al., 2018), diversamente da 
blaCTX-M che risulta prevalente negli isolati di E. coli (Day MJ et al., 2016). L’identificazione 
di ceppi di K. pneumoniae produttori di ESBL nel setting ospedaliero dovrebbe essere seguita 
da interventi di controllo, mediante il rafforzamento delle pratiche di igiene delle mani negli 
operatori sanitari e della compliance alle linee guida della stewardship antimicrobica, nonché 
attraverso la rimozione di dispositivi contaminati, come respiratori, cateteri vescicali e venosi, 
etc. (Habboush Y et al., 2018) 
Anche l’aumento dei casi di infezione da batteri resistenti alla colistina (col-R) è considerato 
un problema a livello mondiale, proprio per l’uso che oggigiorno si fa della colistina come 
antibiotico di ultima linea. In Italia, studi retrospettivi condotti nel periodo gennaio 2010-
giugno 2014 hanno riportato un incremento di tre volte della resistenza alla colistina nei ceppi 
di K. pneumoniae produttori di KPC isolati da emocoltura e il 51% di mortalità a 30 giorni 
dall’insorgenza della sepsi (Giacobbe DR et al 2015).   
Nel presente studio, nei ceppi col-R, non sono state evidenziate le varianti mcr-1-2-3-4-5-6-7-
7.1-8, in accordo con studi precedenti che hanno riportato tali determinanti maggiormente in E. 




coli rispetto a K. pneumoniae (Wise MG et al., 2018). Il 95% circa dei ceppi col-R analizzati 
ha, invece, mostrato alterazioni del gene cromosomale mgrB, che è coinvolto nell’acquisizione 
di un fenotipo di resistenza alla colistina. L’inattivazione di mgrB da parte di IS, in particolare 
di IS5-like e ISKpn14, è stato osservato nel 31,6% dei ceppi col-R. Questo meccanismo di 
resistenza è stato già riportato in altri studi (Cannatelli A et al., 2014; Poirel L et al., 2015). Il 
trasferimento di sequenze di inserzione o trasposoni tra genomi e plasmidi è considerato il 
meccanismo più importante per l’acquisizione della diversità genetica, della resistenza e 
dell’evoluzione batterica (Siguier P et al., 2014).
 È stato segnalato che, alla base 
dell’acquisizione della resistenza agli antibiotici, quindi anche alla colistina, vi sia il 
trasferimento di elementi mobili all’interno dell’intestino dell’ospite (Huddleston JR et al., 
2014), teoria che è stata confermata da studi in vitro (López-Camacho E et al., 2014). 
In tre isolati, la proteina MgrB è risultata troncata a causa della delezione di un singolo 
nucleotide che ha causato una mutazione frameshift e una prematura interruzione della catena 
proteica per la presenza di un codone di stop. Tale meccanismo è stato già precedentemente 
riportato (Esposito EP et al., 2018). Nove isolati hanno, invece, presentato una proteina non 
funzionale a causa di mutazioni puntiformi e la conseguente sostituzione di un singolo 
amminoacido (V32G, T21N e W20Stop), classificata come deleteria, come riportato in altri 
studi (Giani T et al., 2015; Pitout JDD et al., 2015; Esposito EP et al., 2018). Ad ulteriore 
supporto del ruolo di mgrB nella resistenza alla colistina, sono stati condotti studi di 
complementazione con un gene wild-type dimostrando che la suscettibilità alla colistina può 
essere ripristinata con successo (Esposito EP et al., 2018). Nello studio, infine, un solo ceppo 
col-R, il KP6, ha mostrato un gene wild-type, suggerendo la presenza di mutazioni in altri geni 
all'interno dello stesso sistema di segnalazione Pmr o mediante meccanismi alternativi ancora 
sconosciuti.  
La PFGE ha rivelato un alto livello di diversità tra i ceppi, sottolineando l’elevato potere 
discriminante della tecnica, ancora considerata ampiamente valida per la genotipizzazione 




batterica. I ceppi analizzati sono stati separati in diversi cluster epidemici; tra essi, il cluster 
VIII ha raggruppato il 77% di ceppi resistenti alla colistina, quattro dei quali sono stati isolati 
tra dicembre 2014 e gennaio 2015 in pazienti ricoverati all'interno della terapia intensiva e che 
hanno anche mostrato lo stesso pulsotipo e trasposone (IS5like) in mgrB. In particolare, il 
cluster VIII ha compreso i ceppi KP8 (data di isolamento 17/11/14), KP12 e KP14 (data di 
isolamento 5/1/15) e KP18 (data di isolamento 12/1/15), isolati durante un focolaio epidemico 
verificatosi nel reparto di terapia intensiva, che è stato verosimilmente correlato a un basso 
livello di compliance con le procedure igieniche standard a causa della ridotta disponibilità del 
personale sanitario a ridosso del periodo festivo. 
La metodica MLST ha indicato la circolazione di ST512, ST101 e ST307, con una maggiore 
prevalenza di ST512. Questo rappresenta la variante monoallelica di ST258, il clone più 
frequentemente rilevato in Italia e nel mondo e responsabile dell’ampia diffusione di KPC 
(Bakour S et al., 2014). Tali risultati sono in linea con altri studi effettuati in Italia (Giani T et 
al. 2015; Cristina ML et al., 2016; Granata G et al., 2017). Al ceppo KP10, non è stato possibile 
assegnare un ST, poiché mostrava una variante monoallelica di ST307 (4-1-1-52-1-1-7 invece 
di 4-1-2-52-1-1-7). Ulteriori analisi sono comunque necessarie per confermare l’identficazione 
di un nuovo ST. L’analisi dei cloni (ST) nel periodo temporale 2014-2017 in cui sono stati 
raccolti i ceppi ha evidenziato che ST512 è stato il più frequente nel 2014-15, mentre ST101 è 
risultato prevalente nel 2016-17, suggerendo una modifica della circolazione negli ultimi anni 
nel Presidio Ospedaliero a cui fa riferimento questo studio. Inoltre, ST101 è stato recentemente 
associato, insieme a ST512 e ST258, all’ampia diffusione di KPC, in accordo con i dati ottenuti 
in questo studio in cui tutti i ceppi di K. pneumoniae con ST512 e ST101 sono risultati positivi 
per KPC (Kopotsa K et al., 2019). 
La capacità discriminante di PFGE e MLST è stata valutata considerando rispettivamente il 
numero di pulsotipi ed il numero di ST identificati. La PFGE ha mostrato un ottimo potere 
discriminante (96%) tanto da essere ancora considerata un metodo valido per le indagini 




epidemiologiche sulle malattie infettive, inclusi i focolai in ambito nosocomiale (Giacometti F 
et al., 2018). La PFGE, che genera un fingerprinting del genoma mediante restrizione 
enzimatica con tagli rari del materiale genetico, è anche un metodo relativamente economico; 
tuttavia, necessita di tempi lunghi e di operatori specializzati e i risultati potrebbero non essere 
sempre confrontabili tra laboratori diversi a causa di errori nell'identificazione delle bande, 
soprattutto quando poco allineate o deboli. Nello studio, MLST è risultato meno discriminante 
(61%) della PFGE, in accordo con studi precedenti (Giacometti F et al., 2018). Tuttavia, è 
considerato il metodo di genotipizzazione più adatto per il confronto dei ceppi su ampia scala, 
fornendo dati sia per studi a livello locale, sia globali, a lungo termine o evolutivi (Giacometti 
F et al., 2018). Entrambe le tecniche hanno raggruppato i ceppi dello stesso ST nel medesimo 
cluster; infatti, prendendo come esempio il cluster VIII, esso ha raggruppato isolati dello stesso 
reparto e assegnati allo stesso ST che presentavano alterazioni identiche in mgrB, permettendo 
così di supportare l'espansione clonale e la trasmissione crociata di Enterobatteri in ambito 
ospedaliero (Esposito EP et al., 2018).  
 
  




6.2. Resistenza agli antibiotici ed epidemiologia molecolare  
di A. baumannii  
 
Il presente lavoro di tesi ha riguardato anche la caratterizzazione bio-molecolare di 24 ceppi di 
A. baumannii isolati da pazienti ricoverati presso il Presidio Ospedaliero “A. Cardarelli” di 
Campobasso. A. baumannii presenta una resistenza intrinseca a molti antibiotici e ciò lo 
classifica come un batterio emergente nel causare infezioni nosocomiali (Garnacho-Montero J, 
Timsit J, 2018), soprattutto nel reparto di terapia intensiva (Mohd Sazlly LS et al., 2019). 
Questo microrganismo è caratterizzato da una elevata persistenza nell'ambiente che consente di 
diffondersi rapidamente, nonchè da una straordinaria capacità di sviluppare resistenza a diversi 
antibiotici (Garnacho-Montero J, Timsit, J, 2018). Il rapido aumento della resistenza in A. 
baumannii negli ultimi decenni ha messo in evidenza la notevole plasticità genomica di questo 
batterio, che può determinare una difficile gestione dei casi di infezioni (Da Silva GJ et al., 
2016). La diffusione di ceppi produttori di carbapenemasi ha determinato un significativo 
incremento della resistenza, in particolare ai carbapenemi, sottolineando che l’antibiotico-
resistenza è un fenomeno sempre più emergente e di dimensioni preoccupanti. Ulteriori 
meccanismi di resistenza, sebbene meno frequenti, sono rappresentati dalla sovra-espressione 
di geni codificanti per la β-lattamasi, come AmpC, dalla ridotta permeabilità della membrana 
esterna e dalla sovra-espressione delle pompe di efflusso, che rappresenta una fase inziale per 
lo sviluppo di un fenotipo MDR (Piddock L et al., 2006). Ad oggi, la colistina rappresenta 
l'unico antibiotico nei confronti confronti del quale i livelli di sensibilità rimangono elevati; 
tuttavia, il suo impiego è limitato per problematiche di tossicità e, al contempo, anche per il 
recente incremento di ceppi ad essa resistenti (Cai Y et al., 2012; Agodi A et al., 2015). 
L’isolamento di ceppi MDR di A. baumannii in tutto il mondo sottolinea la necessità e 
l’importanza di implementare strategie per una rapida identificazione ed un efficace controllo 




della loro diffusione. In questo contesto, i metodi di tipizzazione molecolare forniscono un 
valido supporto, non solo per l’individuazione di ceppi responsabili di focolai in ambito 
nosocomiale, ma anche per stabilire eventuali protocolli terapeutici ed implementare la 
sorveglianza epidemiologica (Sammarco ML et al., 2014; Di Tella D et al., 2019). Oltre il 90% 
dei ceppi analizzati in questo studio sono stati isolati da pazienti con infezioni del tratto 
respiratorio, seguite da quelle del tratto urinario, coerentemente con altri studi che riportano 
un’elevata frequenza di isolamento in tali infezioni (Viehman JA et al., 2014; Zhao S et al., 
2015; Principe L et al., 2014). La prevalenza di ceppi MDR di A. baumannii in pazienti con 
polmonite acquisita in ambito ospedaliero si colloca in un range compreso tra il 40% ed il 95% 
(Almomani B et al., 2015; Nowak J et al., 2017; Ziółkowski G et al., 2018). Tali patologie 
rappresentano una causa importante di mortalità e morbilità, soprattutto se sostenute da A. 
baumannii e P. aeruginosa. 
La totalità dei ceppi esaminati di A. baumannii isolati nell’ambito della sorveglianza di ‘Alert 
organisms’ è risultata resistente ai carbapenemi testati (imipenem e meropenem), in accordo 
con altri studi italiani che evidenziano anche la resistenza a numerosi altri antibiotici 
(penicilline, cefalosporine, fluorochinoloni, amminoglicosidi) (Brigante G et al., 2012; Dettori 
M et al., 2014; Caio C et al., 2018).   
Le successive analisi molecolari hanno permesso di definire che la resistenza ai carbapenemi 
in tutti i ceppi di A. baumannii è principalmente dovuta alla presenza del gene blaOXA-23, in 
accordo con altri studi condotti a livello nazionale (Brigante G et al., 2012; Agodi A et al., 
2015), sebbene siano stati rilevanti ulteriori meccanismi, attribuibili al gene blaOXA-51, 
anch’esso riscontrato in tutti ceppi. La prevalenza di blaOXA-23 era ampiamente attesa dal 
momento che i focolai dovuti a ceppi di A. baumannii resistenti ai carbapenemi descritti negli 
ultimi anni in Italia sono stati perlopiù caratterizzati dalla produzione di tale carbapenemasi 
(Mammina C et al., 2011; Brigante G et al., 2012; Principe L et al., 2014; Perilli M et al., 2015). 
Nell’ultimo decennio, la prevalenza del gene blaOXA-23 è, infatti, aumentata repentinamente, 




portando ad una drastica riduzione della prevalenza di blaOXA-58 (D’Arezzo S et al., 2011; 
Brigante G et al., 2012), predominante fino al 2008 nel territorio nazionale (Di Popolo A et al., 
2011). Di fatto, il gene blaOXA-58 non è stato riscontrato in nessuno dei 24 ceppi analizzati nello 
studio.  
Tra le carbapenemasi di classe D è stata, anche, indagata la presenza del gene blaOXA-24 risultato 
assente in tutti i ceppi, in accordo con i dati epidemiologici disponibili, che evidenziano 
un’elevata prevalenza in Spagna, Brasile, Belgio, Francia, America Latina, Portogallo, USA ed 
Asia, ma non in Italia (Peleg A et al., 2008; Evans B, Amyes S, 2014). Gli enzimi OXA, che 
rappresentano le β-lattamasi maggiormente presenti in tale batterio, conferiscono resistenza non 
solo ai carbapenemi, ma anche a penicilline e cefalosporine. AmpC è normalmente espressa a 
bassi livelli e non è inducibile; il ruolo nella resistenza ai carbapenemi è principalmente legato 
alla presenza della sequenza di inserzione ISAba1, che si trova a monte del gene blaAmpC, che 
fornisce un promotore per l'iper-produzione di geni codificanti per tali β-lattamasi (Peleg Aet 
al., 2008; Pagano M et al., 2016). 
Tra i molteplici determinanti di resistenza esaminati, anche AmpC, β-lattamasi di classe C, è 
stata riscontrata in tutti i ceppi, confermando il suo notevole contributo nei meccanismi di 
resistenza alle oximino-cefalosporine (ceftazidime e cefotaxime). Ciò è stato ulteriormente 
avvalorato dall’assenza di SHV (ESBL), anch’essa implicata nella resistenza a tali antibiotici 
(Safari M et al., 2015). Le AmpC sono anche affini alle penicilline e resistenti all’azione degli 
inibitori delle β-lattamasi (acido clavulanico, sulbactam e tazobactam) (Rodríguez-Martínez JM 
et al., 2010). Infatti, tutti i ceppi indagati sono anche risultati resistenti agli antibiotici della 
classe delle penicilline (ampicillina, amoxicillina-clavulonato, piperacillina, piperacillina-
tazobactam) e delle cefalosporine (cefozidime, cefotaxime, cefazolina, cefoxitina, cefepime).   
Un ulteriore meccanismo di resistenza identificato nei ceppi analizzati è stato rappresentato 
dalla presenza del gene blaVIM, riscontrato nel 33,3% degli isolati. Ciò suggerisce il possibile 
incremento della produzione delle MβL, finora riscontrate sporadicamente in questo batterio 




(Zhao S et al., 2015). Tutti i ceppi blaVIM-positivi hanno presentato un profilo di resistenza 
simile, ad eccezione di due isolati (AC3 e AC39). In tutti i casi, gli isolati sono risultati resistenti 
ai carbapenemi, suggerendo il contributo della produzione di tale carbapenemasi come un 
ulteriore meccanismo di resistenza. Di fatto, la simultanea presenza di geni codificanti per le 
MβL è stata segnalata in diverse parti del mondo (Peleg A et al., 2008; Amudhan SM et al., 
2011). In Italia, è stata già documentata la presenza di ceppi di A. baumannii blaVIM-positivi. 
Nel 2011, è stata riportata per la prima volta un outbreak di casi di ulcera da decubito causate 
da A. baumannii produttori di MβL verificatesi in una unità di terapia intensiva di un ospedale 
di Palermo e in un caso è stata riscontrata la presenza di un ceppo produttore di VIM-4 
(Mammina C et al., 2011). Anche se a livello nazionale la presenza di questa carbapenemasi in 
A. baumannii non viene riportata frequentemente, la presenza di blaVIM in questo 
microrganismo è stata segnalata in numerose altre parti del mondo, come Iran (Davoodi S et 
al., 2015), India (Amudhan MS et al., 2012), Arabia Saudita (Al-Sultan A et al., 2015), Corea 
(Lee K et al., 2003) e in diversi Paesi europei (Polonia, Grecia, Germania) (Toleman M et al., 
2004; Tsakris A et al., 2006; Wroblewska M et al., 2007). Inoltre, la prevalenza di tale MβL in 
69 ceppi di A. baumanni si è attestata al 14,5% secondo uno studio condotto in Turchia (Asgin 
N et al., 2019).   
Nel presente lavoro di tesi, è stata anche valutata la presenza di altre carbapenemasi di classe 
B, quali IMP, GIM e NDM, ma non sono state riscontrate. L’assenza di tali carbapenemasi è in 
accordo con diversi studi che riportano VIM come la MβL più frequentemente riscontrata in 
ceppi di A. baumannii (Amudhan SM et al, 2011; Mammina C et al., 2011; Zhao S et al. 2015), 
sebbene la sua produzione, insieme a quella di IMP, sia maggiormente osservata in P. 
aeruginosa (Ghamgosha M et al., 2015). I risultati dello studio, inoltre, concordano con i dati 
epidemiologici disponibili a livello globale, che riportano la circolazione di ceppi di A. 
baumanni produttori della carbapenemasi GIM in Germania (Queenan AM et al., 2007), Egitto 
(Alkasaby NM et al., 2017) e Arabia Saudita (Safari M et al., 2015) e di NDM in Brasile 




(Pillonetto M et al., 2014), Cina (Chen Y et al. 2011), Egitto (Kaase M et al., 2011) ed India 
(Karthikeyan K et al., 2010). Ciononostante, ceppi di A. baumannii produttori di NDM sono 
stati anche segnalati in Francia e Grecia negli ultimi anni (Decousser JW et al. 2013; Voulgari 
E et al. 2016).  
Sebbene le MβL siano identificate con minore frequenza in A. baumannii rispetto alle 
carbapenemasi OXA, la loro attività idrolitica nei confronti dei carbapenemi è 
significativamente più elevata, essendo in grado di idrolizzare tutti gli antibiotici β-lattamici, 
ad eccezione dei monobattami (aztreonam) (Amudhan SM et al., 2011).  
Nei ceppi esaminati sono risultate assenti anche le carbapenemasi KPC e GES appartenenti alla 
classe A, in accordo con i dati disponibili in Italia (Nordmann P et al., 2009; Arnold RS et al., 
2011; Ripabelli G. et al., 2018). Infatti, le β-lattamasi di tipo KPC si trovano prevalentemente 
e, a livelli endemici, in ceppi di K. pneumoniae (Nordmann P et al., 2009; Arnold RS et al., 
2011; Ripabelli G et al., 2018) e in alcune specie di Enterobacter (Hossain A et al., 2004; Bratu 
S et al., 2005; Queenan AM et al., 2007). Gli unici casi di ceppi di A. baumannii produttori di 
KPC sono stati riscontrati a Porto Rico (Martinez T et al., 2016; Alkasaby NM et al., 2017).  
Le carbapenemasi GES, sebbene rare, sono state identificate in tutto il mondo, inclusa l’Europa 
e, fatta eccezione per qualche focolaio di dimensioni limitate, sono state associate 
frequentemente a isolamenti sporadici o occasionali (Queenan AM et al., 2007).  
Tra gli obiettivi del lavoro di tesi, vi era anche la valutazione della prevalenza di geni codificanti 
per le principali pompe di efflusso in A. baumannii, sebbene la determinazione dei rispettivi 
livelli di espressione avrebbe fornito un quadro più chiaro sul loro coinvolgimento nei 
meccanismi di resistenza agli antibiotici (Coyne S et al., 2010; Rosenfeld N et al., 2012). La 
resistenza mediata dalle pompe di efflusso, in particolare della famiglia ‘Resistance Nodulation 
Division’ (RND) ampiamente distribuite in A. baumannii, contribuisce significativamente a 
ridurre la suscettibilità a più antibiotici quando sono sovra-espresse (Coyne S et al., 2010).  I 
geni appartenenti a tale famiglia, quali adeB, adeG e adeJ, sono stati riscontrati in tutti i ceppi 




esaminati, confermando l’ampia distribuzione in tale batterio e suggerendo una potenziale 
associazione con la resistenza agli antibiotici (Lin MF, Lan CY, 2014). Anche il regolatore 
negativo dell’espressione delle pompe di efflusso, soxR, è stato riscontrato in tutti i ceppi, ma 
dal momento che è stata valutata la solo presenza è difficile valutarne l’effetto sui geni regolati 
da esso. È stato riportato che soxR è in grado di regolare direttamente codificanti per le pompe 
di efflusso. Infatti, la loro espressione, in particolare di adeG e adeJ appartenenti alla famiglia 
RND è risultata significativamente diminuita in presenza di una sovra-espressione di soxR (Li 
H et al., 2017). 
Riguardo i geni codificanti per le altre pompe di efflusso, solo abeS, appartenente alla famiglia 
‘Small Multidrug Resistance’ (SMR), è stato riscontrato in tutti i ceppi esaminati, mentre i geni 
abeM (famiglia ‘Multidrug and toxic compound extrusion’ - MATE) e craA (famiglia Major 
Facilities Superfamily - MFS) sono risultati sempre assenti, suggerendo un impatto poco 
significativo di tali sistemi nella resistenza conferita a cloramfenicolo, imipenem e 
fluorochinoloni. Al contrario, è importante sottolineare il ruolo di abeS nella resistenza verso 
alcuni antibiotici in A. baumannii, tra cui amikacina, cloramfenicolo e ciprofloxacina, come 
dimostrato in un altro studio (Srinivasan VB et al., 2009). Pertanto, la combinazione dei geni 
di resistenza e delle pompe di efflusso può rappresentare una strategia di successo per questo 
microrganismo nella sopravvivenza e nell’adattamento nell’ambiente ospedaliero (Jia W et al., 
2015).  
L’analisi mediante PFGE, utilizzando i due enzimi di restrizione ApaI e AscI, ha indicato la 
presenza di distinti cluster e pulsotipi. Di fatto, il principale obiettivo della genotipizzazione è 
quello di determinare se gli isolati siano correlati e, quindi, appartenenti ad un focolaio 
epidemico (Sammarco ML et al., 2014), poiché è noto che all’interno di popolazioni batteriche 
della stessa specie esiste un’ampia varietà genetica costituita da una o più sottopopolazioni 
geneticamente uniformi, denominate ‘cloni’, che provengono dallo stesso ceppo (Singh A et 
al., 2006; Sammarco ML et al., 2014). Proprio per la sua capacità discriminante, ad oggi, la 




PFGE risulta essere uno dei metodi di scelta per la tipizzazione molecolare dei batteri, 
discriminando i ceppi in base alla loro “impronta digitale” (fingerprint) generata dalla 
digestione del genoma con un enzima di restrizione, che riconosce specifiche sequenze di DNA 
(Fontana C et al., 2013). 
L’analisi del dendrogramma ottenuto attraverso la digestione con ApaI ha evidenziato una più 
elevata similarità tra i ceppi rispetto a quello ottenuto con AscI, generando infatti 4 cluster e 7 
pulsotipi in confronto a 7 cluster e 11 pulsotipi rispettivamente, indicando un potere 
discriminante della metodica più elevato con l’impiego di AscI e suggerendo il suo utilizzo per 
i confronti inter-laboratorio (Chang KM et al., 2013).  
Sebbene con l’enzima AscI sia stata evidenziata una maggiore capacità discriminante, la 
combinazione dei frammenti ottenuti dalla digestione con entrambi gli enzimi ha generato un 
dendrogramma sovrapponibile a quello ottenuto con ApaI. L’analisi combinata con i due enzimi 
ha consentito di osservare una maggiore prevalenza di un pulsotipo (PT4), suggerendo la 
circolazione nell’ambiente ospedaliero di ceppi altamente correlati tra loro, come riportato in 
altri studi (Da Silva GJ et al., 2016; Nowak P et al., 2016). Ciò è sostenuto dal fatto che tutti i 
ceppi caratterizzati dallo stesso pulsotipo hanno anche mostrato lo stesso profilo di resistenza 
per tutti gli antibiotici, compresi i due carbapenemi. Inoltre, tali ceppi sono risultati anche 
sensibili alla colistina, confermando l’elevata suscettibilità di ceppi MDR di A. baumannii verso 
questo antibiotico (Mezzatesta ML et al., 2008; Mammina C et al., 2011). Tuttavia, con 
l’aumentato ricorso alla colistina per il trattamento delle ICA causate da A. baumannii, si ritiene 
altamente probabile che anche la resistenza a tale antibiotico possa aumentare drasticamente, 
limitando ulteriormente le opzioni terapeutiche (Qureshi ZA et al., 2015).  
Lo schema Oxford utilizzato per la tipizzazione di A. baumanii mediante MLST (Bartual S et 
al., 2005) ha evidenziato tre ST circolanti all’interno del Presidio Ospedaliero, con la maggiore 
prevalenza di ST1720, seguito da ST218 e ST513 e un ST non definito. I tre ST definiti 
rappresentano ognuno la variante monoallelica degli altri, differendo per il solo allele del gene 




recA. Il nuovo ST, invece, è la variante monoallelica di ST1720 per il gene rpoD. I ceppi 
identificati e stratificati in base al ST non sono risultati altrettanto distinguibili con la PFGE, 
che li ha raggruppati negli stessi cluster o pulsotipi nonostante la variazione allelica. Questo 
può considerarsi plausibile, in quanto gli enzimi di restrizione utilizzati nella tecnica della 
PFGE riconoscono siti di taglio che evidentemente non hanno coinvolto i geni housekeeping, 
pur risultando variati con l’MLST. In ogni caso, tutti i ceppi in studio sono risultati altamente 
correlati. 
Allo stato attuale, ancora pochi sono gli studi disponibili a livello europeo e nazionale riguardo 
i cloni maggiormente circolanti. Per A. baumannii, i vantaggi di una classificazione tramite 
MLST sono stati in qualche modo ridotti dalla coesistenza di due schemi, entrambi ampiamente 
utilizzati (Gaiarsa S et al., 2019). Gli schemi comprendono le specie A. baumannii e 
Acinetobacter non-baumannii. Il primo schema è stato indicato come schema di Oxford 
(Bartual S et al., 2005), mentre successivamente è stato introdotto un ulteriore approccio, 
conosciuto come schema Pasteur (Diancourt L et al., 2010). I due schemi sono risultati essere 
complementari, ma il sistema MLST-Oxford ha dimostrato di possedere un potere 
discriminante più elevato rispetto allo schema Pasteur (Tomaschek F et al., 2016) e per tali 
motivazioni, è stato utilizzato per questo studio. 
Dati recenti relativi alla situazione epidemiologica in Italia, hanno evidenziato mediante lo 
schema MLST-Oxford la sola circolazione di ST415 in 13 ceppi di A. baumannii isolati in un 
outbreak ospedaliero in terapia intensiva (Venditti C et al., 2019). In un altro studio (Lorenzin 
G et al., 2019), sebbene condotto con l’altro schema (Pasteur), in ceppi isolati in un ospedale 
del nord Italia è stata, invece, riportata la circolazione di differenti ST, quali ST2, ST19, ST195, 
ST577 e ST632. I dati ottenuti sono stati confrontati anche con altri studi condotti in Egitto e 
India, che hanno utilizzato lo schema Oxford, in cui comunque sono stati identificati ST 
differenti rispetto a quelli osservati nel presente lavoro (Vijayakumar S et al., 2018; Al-Hassan 
L et al., 2019). 




6.3. Determinanti di resistenza agli antibiotici in S. enterica non tifoidea 
in campioni di diversa matrice 
 
 Salmonella è l’agente batterico più comunemente isolato in caso di infezioni trasmesse da 
alimenti. Le infezioni da Salmonella spp. possono verificarsi nell’uomo e negli animali 
domestici, da cortile e selvatici, compresi i rettili domestici (iguane e tartarughe d’acqua). I 
principali serbatoi sono rappresentati proprio dagli animali e dai loro derivati (carne, uova e 
latte consumati crudi o non pastorizzati) e dall’ambiente (acque non potabili) (Epicentro.iss.it.). 
In Italia, il numero dei casi di Salmonella spp. isolati da casi umani nel 2018, forniti dalla rete 
di sorveglianza Enter-Net, è stato di 3656, evidenziando un lieve incremento rispetto agli anni 
precedenti (EFSA e ECDC, 2018). Nel 2018, gli Stati Membri dell'UE hanno segnalato 5146 
focolai epidemici di origine alimentare mista che hanno colpito 48365 persone; rispetto al 2017, 
è stato riscontrato un leggero aumento nel numero di persone coinvolte (+2897), nelle 
ospedalizzazioni (4588 ricoverati, +1%) e nei decessi (40 decessi, +21%). Il 13% dei focolai si 
è verificato in ambito familiare e Salmonella è stato il principale agente causale anche nel 2018, 
responsabile di 1 focolaio su 3 (Epicentro.iss.it.).   
Slovacchia, Spagna e Polonia hanno registrato il 67% dei 1581 focolai totali dovuti a 
Salmonella. Come negli anni precedenti, la maggior parte dei focolai sono stati causati dal 
serovar S. Enteritidis, che sono aumentati del 36,3% rispetto al 2017 (European Food Safety 
Authority, 2019). Gli eventi epidemici causati da Salmonella e S. Enteritidis nel 2018 sono stati 
principalmente associati a uova e prodotti a base di uova, come negli anni precedenti (European 
Food Safety Authority, 2019). 
Una parte di questo lavoro di tesi ha riguardato lo studio di ceppi di S. enterica non tifoidea 
isolata da campioni di varia matrice (alimenti-, ambienti e acqua), presso il Public Health 
England (PHE), sezione Food Water and Enivironmental e Gastrointestinal Bacteria Reference 




Unit di Colindale, Londra. In particolare, l’analisi ha riguardato un dataset di 74.958 campioni 
di diversa origine, includendo alimenti, mangimi, campioni ambientali e acqua, prelevati 
nell’ambito della sorveglianza igienico-sanitaria effettuata nel Regno Unito. È stata 
successivamente identificata la categoria maggiormente coinvolta nella contaminazione da 
parte di Salmonella. I risultati sono stati interessanti, poiché i campioni maggiormente coinvolti, 
in termini di prevalenza in ogni matrice, sono risultati quelli ambientali e isolati da acqua (2,5% 
e 9,8% rispettivamente). I campionamenti hanno riguardato swab su superfici deputate alla 
preparazione di alimenti o che potrebbero essere coinvolte in contaminazioni crociate durante 
la preparazione degli stessi, come maniglie, rubinetti, porte, oppure campioni di panni usati per 
la pulizia o l’asciugatura delle mani. I campioni di acqua, come i campioni ambientali, sono 
stati prelevati soprattutto da cucine di ristoranti, in taniche oppure nei lavandini dove erano stati 
posti molluschi e frutti di mare. È necessario sottolineare che questi campionamenti non sono 
stati casuali, in quanto avvenuti a seguito di segnalazioni di outbreak correlati al consumo di 
alimenti nei ristoranti. Ciò sicuramente può aver determinato una sovrastima dei casi positivi 
sul totale.  
Inoltre, il 2% dei campioni di mangime per animali, soprattutto dental-stick per cani, è risultato 
positivo. La prevalenza di Salmonella non tifoidea in campioni di pet-food è risultata piuttosto 
alta. La sicurezza alimentare e microbiologica degli alimenti per animali, soprattutto quelli 
domestici, è importante per la salute e la sicurezza nell’ambiente domestico, poiché ceppi di 
Salmonella possono diffondersi nell’ambiente attraverso alimenti per animali, che spesso non 
vengono manipolati in maniera sicura, implicando un elevato rischio di contaminazione 
crociata e, quindi, un elevato rischio per la salute umana. Pertanto, è necessario implementare 
gli studi epidemiologici a riguardo, al fine di valutare le strategie per aumentare la 
consapevolezza del rischio da parte dei proprietari di animali domestici (Finley R et al., 2006). 
Tra i 982/74.598 campioni positivi a Salmonella, l’85% è risultato proveniente da matrici 
alimentari destinate al consumo umano, dei quali il 46% appartenenti alla categoria di tipo RTE. 




L'alto tasso di Salmonella negli alimenti RTE è preoccupante e rappresenta un rischio 
importante per la salute pubblica (McLauchlin J et al., 2019). Questo tipo di alimenti non 
richiede alcun processo prima del consumo. Pertanto, risulta indispensabile migliorare le 
pratiche di igiene nel processo di produzione alimentare, rafforzando ulteriormente la 
sorveglianza dei prodotti alimentari per evitare la contaminazione dei prodotti RTE. L'elevata 
prevalenza di Salmonella indica inadeguate condizioni igienico-sanitarie durante la 
lavorazione, nonché nell'ambiente e una scarsa igiene degli addetti durante la preparazione dei 
prodotti (Beshiru A et al., 2019). Anche le foglie edibili hanno rappresentato una categoria di 
alimenti risultati spesso contaminata (26,9%) da Salmonella non tifoidea. Le foglie di betel, 
conosciute anche come foglie di paan, sono un alimento tradizionale RTE che le popolazioni 
del Sud-Est Asiatico combina con vari ripieni e mastica dopo i pasti come un leggero stimolante 
della digestione e rinfrescante dell'alito (McLauchlin J et al., 2019). Il consumo di tali prodotti 
è stato, tuttavia, associato a carcinoma orale (Gupta B e Johnson N, 2014) e presenta anche 
rischi di natura microbiologica. La contaminazione da Salmonella è stata già precedentemente 
segnalata in India e Bangladesh (Singh A et al., 2006; Fakruddin M et al., 2017; Haque MM et 
al., 2017; Nahar N et al., 2018). Inoltre, il consumo di questi alimenti è stato già collegato a 
febbre tifoide in India e Cambogia (Singh A et al., 2006; Singh PN et al., 2012). I rischi per la 
salute pubblica associati al consumo di alimenti di origine non animale stanno diventando 
sempre più evidenti (EFSA, 2013) e tra tutti gli alimenti esaminati dal PHE tra il 2011 e il 2017, 
le foglie di betel sono stati gli alimenti RTE più comunemente contaminati da Salmonella 
(McLauchlin J et al., 2018). A seguito di questa osservazione, il campionamento e il test delle 
foglie di betel sono stati incorporati nel programma nazionale di monitoraggio degli alimenti 
importati nel Regno Unito. Inoltre, il PHE ha implementato il monitoraggio di questi alimenti 
con campionamenti aggiuntivi nell'ambito dei controlli ufficiali come previsto dalla 
legislazione dell'UE (Regolamento (CE) n. 669/2009 dell'UE; Willis C et al., 2015; McLauchlin 
J et al., 2018). Non sono ben noti i meccanismi di contaminazione che potrebbero verificarsi 




nei Paesi di origine durante la coltivazione, in particolare, a causa dell’utilizzo di acqua 
contaminata o dopo la raccolta o in qualsiasi altro punto della catena alimentare. Singh BR et 
al. (2006) hanno riportato la presenza di Salmonella nell'acqua utilizzata nella vendita al 
dettaglio per inzuppare le foglie di betel in India. Fakruddin M et al. (2017) hanno riportato la 
possibilità che Salmonella possa migrare all'interno del tessuto fogliare del betel. Pertanto, è 
improbabile che i trattamenti di lavaggio (compresa la sanificazione) rimuovano tutta la carica 
batterica e gli eventuali patogeni da questi prodotti e, poiché essi sono spesso venduti sfusi negli 
esercizi commerciali, esiste un elevato rischio di contaminazione crociata dalle foglie di betel 
ad altri prodotti venduti al dettaglio (McLauchlin J et al., 2018). Ad oggi, sono in atto restrizioni 
poste dall’Unione Europea riguardo l’importazione e il consumo di tale alimento. È stata, 
infatti, attuata una sospensione dell’importazione di tale alimento dal Bangladesh, strategia che 
però sembra non aver sortito particolare effetto in quanto le foglie continuano ad essere 
importate e vendute nel Regno Unito. 
Tra i campioni positivi a Salmonella non tifoidea è stato registrato un picco nel 2017; ciò è stato 
verosimilmente dovuto a campioni contaminati di pollo congelato importati dal Brasile e a 
campioni di origine ambientale prelevati nell’ambito di indagini su focolai epidemici dovuti a 
S. Typhimurium (Mair-Jenkins J et al., 2017). Il Regno Unito importa una considerevole 
quantità di pollo dal Brasile, la maggior parte del quale risulta essere contaminata da S. 
Heidelberg. Come altri cibi crudi, il pollo, viene venduto come alimento da sottoporre a cottura, 
che permetterebbe di eliminare la carica batterica e rendere il cibo commestibile e “sicuro”, ma 
può essere fonte di contaminazione crociata, che potrebbe interessare altri cibi e l’ambiente di 
preparazione del pasto.  
La crescente evoluzione degli isolati di Salmonella non tifoidea resistenti a più antimicrobici è 
un problema fuori controllo per questo batterio che, già dagli anni '90, negli isolati clinici, ha 
mostrato una frequente resistenza ad antimicrobici convenzionali come ampicillina, 
cloramfenicolo o sulfamidici (Florez-Cuadrado D et al., 2018). Gli isolati clinici di Salmonella 




mostrano ad oggi alti tassi di resistenza a sulfamidici, tetracicline e ampicillina e la produzione 
di ESBL è stata identificata nello 0,5% degli isolati di origine umana nell'UE, con oltre 10 
diversi serovars rappresentati (EFSA, 2017). 
Nel presente lavoro di tesi, S. Hieldelberg è risultato prevalente (61%) e ha mostrato elevate 
percentuali di multiresistenza, rappresentando un grave problema per la salute pubblica (Tiba-
Casas MR et al., 2018). Questo serovar ha la capacità di infettare più specie ospiti, anche se 
storicamente è associato a pollo ed è tra i primi cinque serovar di Salmonella più comunemente 
associati alle infezioni umane (Foley S, 2013, Shah DH et al., 2017). Per quanto riguarda i dati 
di multiresistenza nell'UE, i tassi più elevati corrispondono a S. Typhimurium monofasica, 
attualmente il terzo serovar più frequente che causa infezione nell’uomo in Europa, con 5770 
casi registrati nel 2015, oltre ad essere il secondo più rappresentato nei suini e il primo in termini 
di multiresistenza. S. Heidelberg è diventato clinicamente significativo a causa dell'aumento 
della prevalenza di ceppi MDR e della resistenza alle cefalosporine di terza generazione (Shah 
DH et al., 2017). Spesso, S. Hieldelberg è caratterizzato dalla presenza di plasmidi, che 
conferiscono particolare virulenza o resistenza a disinfettanti e metalli pesanti, fornendo un 
vantaggio selettivo per la sopravvivenza nell'ambiente della produzione di polli da carne in cui 
vengono utilizzate strategie di controllo dei patogeni (Foley S, 2013). È importante porre 
l’attenzione al fatto che questa tipologia di alimento è ampiamente esportata dal Brasile e 
trasportata in tutto il mondo, causando una notevole disseminazione a livello globale dei 
determinanti di resistenza. 
Nel presente studio, l’analisi di dati WGS ha rivelato in ceppi di S. Heidelberg una significativa 
eterogeneità genetica, indicando una notevole plasticità genomica all'interno di questo sierotipo 
(Suez J et al., 2013; Dhanani A et al., 2015). Questa può facilitare l'acquisizione di nuovi 
determinanti genetici, tra cui i geni di resistenza che, unitamente alla capacità di questo serovar 
di causare gravi infezioni invasive, potrebbe potenzialmente limitare le opzioni di trattamento 
nei casi clinici (Suez J et al., 2013; Dhanani A et al., 2015). Pertanto, sono necessarie ulteriori 




ricerche al fine di monitorare e tracciare S. Heidelberg MDR, per determinare i fattori genetici 
che possono conferire una maggiore invasività al serovar nell'uomo e per identificare i tratti 
genetici che conferiscono vantaggi di nicchia e/o espansione clonale nel pollame. 
Lo studio ha successivamente riguardato un sottoinsieme di dati relativi a 384 isolati di 
Salmonella enterica non tifoidea provenienti da Regno Unito, Tailandia e Brasile. A tal 
proposito, si è voluto effettuare un confronto di dati relativi a tre regioni geografiche lontane 
tra loro, con legislazioni differenti in merito all’utilizzo di antibiotici e che, al contempo, 
presentavano completezza e omogeneità di dati WGS sufficienti al confronto. In questo 
sottoinsieme di dati, i serovar erano stati isolati soprattutto da campioni di pet-food e di foglie 
dalla Tailandia, da campioni di pollo soprattutto dal Brasile e da quelli di origine ambientale 
raccolti a seguito di monitoraggi ambientali condotti nel Regno Unito. La diversità genetica, in 
termini di differenti serovar e profili di resistenza, ha riguardato maggiormente i campioni 
provenienti dalla Tailandia rispetto a quelli provenienti dal Brasile e dal Regno Unito. Questo 
potrebbe essere dovuto alla notevole diversità in termini di cibo importato e soprattutto riguardo 
alle politiche poco stringenti nell’utilizzo di antibiotici, sia a livello comunitario, sia 
nell’allevamento e in agricoltura, che permetterebbe la selezione e la diffusione di diversi ceppi 
MDR. L’Asia e, quindi, anche la Tailandia è caratterizzata da un elevato utilizzo di antibiotici 
auto-prescritti, a causa della mancanza di servizi sanitari qualificati e sostenibili 
economicamente e dalla mancanza di conoscenza che un inappropriato utilizzo degli antibiotici 
può determinare resistenza agli antimicrobici (Nepal G et al., 2018).  Inoltre, l’elevata crescita 
in termini di popolazione che caratterizza queste Regioni causa una notevole richiesta di cibo, 
soprattutto di carne, che viene soddisfatta grazie ad allevamenti intensivi che richiedono, a loro 
volta, un ingente uso di antibiotici per garantire la salute degli animali allevati (soprattutto di 
pollame). Tutto ciò si traduce nell’aumento dell’antibiotico-resistenza. Tuttavia, la Tailandia 
ha aperto la strada all'applicazione di regolamenti più severi sull'uso di antimicrobici nel 




bestiame con misure che includono un divieto, fin dal 2015, di utilizzare gli antimicrobici a dosi 
sub-terapeutiche per la promozione della crescita (Coyne L et al., 2019).  
L’analisi dei 384 campioni positivi a Salmonella non tifoidea proveniente da Regno Unito, 
Tailandia e Brasile ha evidenziato un’elevata prevalenza (86,5%) di ceppi MDR, dei quali il 
75% proveniva da pollame del Brasile. Infatti, i ceppi con questa provenienza hanno mostrato 
un livello di resistenza verso β-lattamici, aminoglicosidi, chinoloni, sulfametossazolo e 
tetracicline variabile dal 75% al 100%. Questo sicuramente è dovuto ad un eccessivo uso di 
antimicrobici nell’allevamento dei polli, poiché il Brasile presenta un clima sub-tropicale, con 
temperature piuttosto alte, richiedendo l’uso di antibiotici negli allevamenti intensivi (Bokma-
Bakker M et al., 2014). Uno studio recente (Bokma-Bakker M et al., 2014) ha riportato che non 
erano disponibili informazioni sulle quantità usate/vendute di antibiotici ad uso veterinario in 
Brasile e che è stato proposto di monitorare l'uso di antibiotici (quantità usate/vendute) e di 
estendere i monitoraggi da 17 a 140 sostanze antimicrobiche, ma sarebbero necessari da cinque 
a dieci anni per stabilire adeguati sistemi di monitoraggio. Ad oggi, in Brasile, non esistono 
regolamenti, né linee guida governative per la classificazione degli antibiotici come prima, 
seconda o terza scelta per uso veterinario al fine di preservarne l’utilizzo nell’uomo (Roth N et 
al., 2019). In Brasile, l'uso umano di antibiotici è stato gratuito fino al 2012; da allora, è 
disponibile solo su prescrizione medica e l’uso di antibiotici come promotori della crescita è 
ancora consentito (Roth N et al., 2019), contribuendo significativamente all’emergenza di ceppi 
MDR.  
I campioni provenienti dal Regno Unito hanno presentato, invece, un livello di resistenza 
antimicrobica più basso, rispetto ai ceppi provenienti da Brasile e Tailandia; ciò è certamente 
dovuto a regole più stringenti nell’utilizzo degli antimicrobici nell’UE. Infatti, sin dal 2006, in 
Europa, l’utilizzo di antibiotici come promotori della crescita in animali da allevamento è stato 
messo al bando.  




La β-lattamasi più diffusa è stata CMY-2 presente nel 75% dei campioni del Brasile, che 
codifica per la resistenza alle cefalosporine ed è spesso riscontrata negli isolati di S. Heidelberg 
provenienti dal Brasile resistenti al ceftriaxone (Peirano G et al., 2006). È considerata la β-
lattamasi più diffusa nei ceppi di Salmonella soprattutto se provenienti dalle Regioni Americane 
ed è tipica di polli e carne di pollo (Campos J, 2018). Inoltre, essa conferisce una notevole 
virulenza, che può portare ad un aumento della mortalità in caso di infezione (Moura Q et al., 
2017). Tale β-lattamasi è stata evidenziata anche in uno studio condotto nei Paesi Bassi, che ne 
ha riportato la presenza sempre in ceppi di S. Heidelberg isolati da carne di pollame importata 
dal Brasile (Liakopoulos A et al., 2016), perfettamente in linea con i dati ottenuti nel presente 
studio. Al contrario, essa è risultata assente negli isolati da Tailandia e Regno Unito che hanno 
presentato, invece, come β-lattamasi prevalente TEM-1 nel 10% dei ceppi. TEM-1 è risultata 
la ESBL prevalente (93,3%) in 178 ceppi di Salmonella non tifoidea isolati in Cina nel periodo 
2007-2016 (Zhan Z et al., 2019). 
Il geni aac(6’)Iy, codificante per aminoglicoside-acetiltransferasi implicata nell’acquisizione 
di resistenza alla gentamicina (Cohen E et al., 2019), è risultato prevalente nei ceppi da Brasile 
(100%), Tailandia (56%) e Regno Unito (70%), che hanno anche presentato, nel 37% dei casi, 
la variante aac(6')-Iaa . In altri studi, la variante aac(6′)-Iy è stata riconducibile soprattutto al 
serovar Enteritidis,  aac(6′)-Iaa al serovar Typhimurium e Kentucky (Neuert S et al., 2018). Nel 
presente studio, invece, la presenza di aac(6′)-Iy ha riguardato tutti i ceppi di serovar 
Heidelberg, invece la variante aac(6′)-Iaa non è stata associata ai serovar Typhimurium e 
Kentucky, poiché Kentucky è risultato completamente assente e Typhimurium ha presentato 
una bassa prevalenza, in disaccordo con i dati riportati in letteratura. Tale fenomeno potrebbe 
essere spiegato dall’elevata mobilità dei determinanti di resistenza intra-specie, da serovar a 
serovar, e inter-specie. 
Le varianti di parC e gyrA, che mediano la resistenza ai fluorochinoloni come la ciprofloxacina 
(Acheampong G et al., 2019), hanno interessato la quasi totalità dei ceppi dal Brasile (97% e 




85%, rispettivamente), mentre in ceppi provenienti da Tailandia è stata osservata una 
prevalenza del 59% in parC e del 31% in gyrA. Nei ceppi dal Regno Unito, le varianti di parC 
sono state riscontrate nel 70% e solo nel 12% in gyrA. In accordo con dati di letteratura, la 
resistenza ai chinoloni è molto diffusa nei ceppi di Salmonella spp. isolati da alimenti in Brasile 
(Pribul B et al., 2017). Tali antibiotici sono comunemente usati per il trattamento della 
salmonellosi da ceppi MDR in medicina umana e veterinaria per la loro attività antimicrobica 
ad ampio spettro, ma l'aumento della resistenza costituisce un’ulteriore difficoltà nel controllo 
di tali infezioni (Pribul B et al., 2017). I geni sul-2, associato alla resistenza al sulfametossazolo, 
e tetA, coinvolto nella resistenza alla tetraciclina, sono risultati i determinanti di resistenza 
prevalenti (rispettivamente 94,2% e 94,6%) nei ceppi di Salmonella, specialmente in quelli 
provenienti dal Brasile. Al contrario, i ceppi provenienti dalla Tailandia hanno mostrato una 
bassa prevalenza di questi geni, come quelli dal Regno Unito.  I geni sul-2 e tetA sono riportati 
tra i determinanti di resistenza prevalenti nelle rispettive classi antibiotiche (sulfamidici e 
tetracicline) anche in un recente studio (Neuert S et al., 2018), essendo risultati presenti in 
490/927 (sul2) e in 843/927 (tetA) ceppi testati, rispettivamente. L’elevata prevalenza di questi 
determinanti nei ceppi proveninti dal Brasile rispetto a quelli da Tailandia e Regno Unito 
sottolinea l’assenza di politiche di stewardship antimicrobica in questa Nazione del Sud 
America, che può rappresentare una importante concausa della selezione e diffusione di 
resistenze batteriche. L’elevata resistenza dei ceppi di Salmonella isolati da campioni di pollo, 
importati nel Regno Unito dal Brasile, rispetto agli altri coinvolti nello studio, sottolineano la 
dimensione del problema. Il Brasile è il terzo maggiore produttore di carne di pollo dopo Stati 
Uniti e Cina) ed è il maggiore esportatore di questo prodotto (U.S. International Trade 
Commission, 2012). Le politiche sanitarie e le scelte operate in tale Paese dovrebbero essere 
maggiormente orientate a definire noramtive e procedure necessarie per mitigare il problema 
dell’AMR, superando l’inadeguatezza e talvolta l’assenza di leggi nazionali e di linee guida 
sull’adeguato utilizzo di antibiotici.  






L'emergenza di un numero sempre più crescente di batteri patogeni resistenti agli antibiotici 
costituisce una minaccia allarmante per la salute pubblica, in particolare per i gruppi più 
vulnerabili della popolazione, come persone immunodepresse, anziani e bambini (Alsan M et 
al., 2018). Ciò rende l’antibiotico-resistenza un problema prioritario di sanità pubblica a livello 
mondiale. Le sue implicazioni non sono solo di carattere sanitario (aumento della morbilità, 
letalità, durata della malattia, sviluppo di complicanze, epidemie), ma anche di carattere 
economico poiché influisce sui costi per l’impiego di farmaci e procedure più costose e per il 
prolungamento dei tempi di degenza. La resistenza ai farmaci è determinata dalla presenza di 
geni codificanti per enzimi o proteine coinvolti nel metabolismo degli antibiotici. Si passa dalla 
presenza enzimi che degradano l’antibiotico a geni che codificano per pompe di efflusso che 
espellono il farmaco dal comparto intracellulare del batterio, impedendo il raggiungimento 
delle concentrazioni utili all’attività della molecola, per finire a modificazione dei siti target 
dell’antibiotico stesso.  
Il crescente utilizzo della genomica ha condotto alla revisione della definizione di 
microrganismi e a riconsiderare le capacità di un batterio mediante lo studio del metabolismo, 
della fisiologia, dell’ecologia e delle relazioni ospite-patogeno e, quindi, a riesaminare l'insieme 
di metodi e approcci utili a contrastare le infezioni (Nature Reviews Genetics, 2019). Le 
tecniche molecolari, che prevedono l’analisi del genoma, in breve tempo, permetterebbero di 
effettuare una sorta di “antibiogramma molecolare”. Grazie al loro impiego, è possibile in un 
giorno, virtualmente senza alcuna necessità di coltivazione batterica, ottenere un profilo di 
resistenza genetica, che può essere la base per la decisione di una terapia mirata e rapida. Queste 
tecniche, inoltre, fornendo dati oggettivamente accurati e confrontabili a livello mondiale, 
consentono di implementare la sorveglianza dei ceppi batterici più virulenti e resistenti e di 




implementare le strategie specifiche per contenere e contrastare il fenomeno (Nature Reviews 
Genetics, 2019). 
In questo lavoro di tesi, sono stati utilizzati vari approcci genomici allo scopo di valutare le 
dimensioni dell’antibiotico-resistenza e i suoi determinanti, analizzando ceppi di K. 
pneumoniae e A. baumannii implicati nell’insorgenza di infezioni correlate all’assistenza e 
ceppi di Salmonella enterica non tifoidea, agente eziologico della maggior parte di malattie a 
trasmissione alimentare. In particolare, per l’analisi di ceppi MDR di K. pneumoniae e A. 
baumannii isolati nel setting ospedaliero della Regione Molise, sono state impiegate diverse 
metodiche, quali PFGE, usata per la tipizzazione molecolare degli isolati e la valutazione delle 
relazioni clonali esistenti tra essi; MLST ai fini di un’ulteriore genotipizzazione e di un 
confronto sui cloni circolanti con i dati disponibili a livello nazionale e internazionale; PCR, al 
fine di determinare la prevalenza di determinanti genici alla base dell’antibiotico-resistenza; il 
sequenziamento con metodo Sanger per l’identificazione di mutazioni all’interno di geni 
coinvolti nell’acquisizione di resistenza antibiotica (genomica di vecchia generazione).  Nello 
studio di ceppi di S. enterica non tifoidea isolati da diverse matrici sono stati analizzati dati 
ottenuti mediante WGS, tecnica che prevede il sequenziamento dell’intero genoma batterico da 
cui è possibile estrapolare ogni informazione, includendo l’appartenenza a complessi clonali e 
la presenza di determinanti di resistenza acquisita da plasmidi oppure dovuta all’insorgenza di 
mutazioni in geni coinvolti in tali meccanismi (genomica di nuova generazione).  
L’utilizzo di metodiche molecolari è, quindi, necessaria non solo per confermare i dati ottenuti 
mediante metodi fenotipici tradizionali (antibiogramma, sierotipizzazione, prove biochimiche, 
ecc.), ma è anche essenziale per definire il fenomeno in modo esaustivo e per fornire una visione 
più ampia della diffusione e dell’evoluzione tramite la determinazione dei profili genetici 
associati alla resistenza agli antibiotici. 
Il presente lavoro di tesi ha riguardato lo studio della resistenza ai carbapenemi e alla colistina 
negli isolati clinici di K. pneumoniae e di A. baumannii della Regione Molise. I risultati sono 




di notevole utilità per una migliore comprensione dell’epidemiologia delle infezioni ospedaliere 
sostenute da tali microrganismi a livello locale e possono essere certamente validi per il 
confronto con i dati disponibili a livello nazionale e internazionale, completandone il quadro 
epidemiologico. 
Lo studio di K. pneumoniae resistente ai carbapenemi ha permesso di confermare che le 
infezioni/colonizzazioni sostenute da questo microrganismo sono, come atteso, più 
comunemente rilevate nei pazienti in terapia intensiva, a causa delle loro condizioni critiche e 
delle procedure invasive, e che l'enzima KPC, nel contesto esaminato, è la carbapenemasi 
predominante, seguita da VIM. Il lavoro svolto ha permesso di riscontrare un livello più elevato 
di resistenza alla colistina nei ceppi di K. pneumoniae rispetto a quello osservato in altri studi 
condotti in Italia, sebbene provenienti dal sistema di sorvegliaza degli ‘Alert organisms’. Grazie 
all’amplificazione e al successivo sequenziamento del gene mgrB, implicato nel mantenimento 
della suscettibilità alla colistina, è stato possibile associare la resistenza a tale antibiotico 
all'acquisizione di Sequenze di Inserzione o all'accumulo di mutazioni deleterie in esso, 
escludendo completamente la presenza delle varianti plasmidiche di tipo mcr. Ulteriori indagini 
sono comunque necessarie per chiarire l'intero ruolo del sistema di segnalazione Pmr nei ceppi 
resistenti alla colistina, soprattutto in relazione ad un ceppo che, pur risultando resistente ad 
ess, non ha mostrato mutazioni nel gene target. La tipizzazione molecolare di ceppi mediante 
PFGE ha permesso di identificare cluster sia per K. pneumoniae, sia per A. baumannii. Tale 
metodica, ormai relativamente economica rispetto ad altre tecniche molecolari, risulta 
comunque laboriosa poiché richiede diversi giorni per una sua corretta esecuzione. La metodica 
MLST, sebbene non abbia permesso di discriminare i cluster diversamente evidenziati tramite 
la PFGE, ha fornito una descrizione accurata dei cloni circolanti nel contesto ospedaliero 
regionale, consentendo di confrontarli con i dati nazionali e internazionali. È stato, infatti, 
possibile associare la presenza della carbapenemasi KPC, di cui sono stati confermati i livelli 
endemici, all’elevata prevalenza del clone ST512, variante monoallelica di ST258, che è il 




primo clone associato alla diffusione della carbapenemasi KPC a livello globale. Inoltre, è stato 
possibile identificare una transizione in K. pneumoniae verso un aumento della circolazione di 
ST101, anch’esso oggi considerato particolarmente virulento e responsabile della diffusione di 
KPC. Le infezioni sostenute da ceppi di K. pneumoniae resistenti ai carbapenemi, in particolare 
quando producono KPC, sono ampiamente distribuite e i trattamenti antimicrobici dovrebbero 
essere valutati criticamente, determinando anche il profilo molecolare del ceppo in questione 
(Ripabelli G et al., 2018). Alla luce della mancanza di nuovi agenti antimicrobici per il 
trattamento delle infezioni correlate all’assistenza difficili da trattare, l'attuazione di adeguate 
strategie di prevenzione e un'adeguata disponibilità di personale formato è essenziale per 
controllare la diffusione di MDR K. pneumoniae (Ripabelli G et al., 2019). 
Anche la caratterizzazione bio-molecolare di ceppi di A. baumannii isolati nel medesimo 
Presidio Ospedaliero fornisce per la prima volta dati riguardanti la situazione epidemiologica 
nella Regione Molise. Lo studio di questi isolati ha consentito di attribuire al gene blaOXA-23 la 
resistenza ai carbapenemi e, parallelamente, ha anche confermato la drastica riduzione di 
blaOXA-58, in accordo con i dati italiani. Inoltre, la resistenza verso le oximino-cefalosporine è 
stata associata all’enzima AmpC e avvalorata dall’assenza delle ESBL. La ricerca dei 
determinanti genetici di resistenza mediante saggi specifici di PCR ha permesso di evidenziare 
l’emergenza della carbapenemasi VIM, evidenziata solo raramente in A. baumannii, il cui 
aumento anche nel contesto italiano potrebbe essere dovuta ad un aumento dei viaggi 
internazionali e intercontinentali, data la maggiore prevalenza nei Paesi dell’Est Europa e 
dell’Asia.  
L'uso di WGS, che attraverso il sequenziamento dell’intero genoma di un batterio in sostanza 
include i risultati ottenibili attraverso tutte le tecniche di amplificazione e sequenziamento come 
PCR e MLST, ha consentito di analizzare rapidamente i dati relativi a quasi 75.000 ceppi di S. 
enterica non tifoidea a fini epidemiologici. Inoltre, è un metodo standard, i cui dati ottenuti 
possono essere confrontati in tutto il mondo basandosi sul risultato oggettivo della sequenza di 




DNA. Tale tecnica ha mostrato un’ottima applicabilità anche per lo studio e la rilevazione di 
nuovi meccanismi di antibiotico-resistenza. Pertanto, WGS dovrebbe essere implementato su 
larga scala nello studio dell'AMR. Dal sequenziamento del genoma batterico completo alla 
metagenomica, offre un ampio set di strumenti in grado di identificare e caratterizzare 
rapidamente i ceppi microbici, fornendo informazioni ad alta risoluzione sul genoma e 
permettendo una comprensione accurata dei meccanismi genetici responsabili della resistenza 
ai farmaci (Hendriksen RS et al. 2019). La genomica dei microrganismi è alla base delle scienze 
omiche e include la trascrittomica, metagenomica, metatrascrittomica, garantendo il 
superamento degli approcci riduzionistici al fine ultimo di descrivere il corredo completo dei 
geni di un organismo e l’analisi della biodiversità (Hasin Y et al., 2017). Inoltre, fornisce 
supporto agli studi di trasferimento genico laterale (antibiotico-resistenza, metabolismo degli 
xenobiotici) e nella ricostruzione di vie metaboliche e della comprensione della biologia dei 
sistemi.  
Il lavoro di tesi ha permesso di avvalorare che il WGS è un metodo efficace per lo screening di 
un gran numero di isolati e dei determinanti di resistenza, poiché i dati risultano accurati e meno 
soggetti a errori, quindi, particolarmente utili al confronto rispetto ai dati ottenuti con metodi 
tradizionali (Tang S et al., 2019). Il futuro utilizzo del WGS per la determinazione dei profili 
di resistenza richiede ulteriori studi, poiché il resistotipo rappresenta un carattere fenotipico 
dovuto all’interazione tra il genotipo e l’ambiente, sarà necessario stabilire il ruolo di diversi 
determinanti genici di resistenza antibiotica, presi sia singolarmente, sia in associazione, nella 
determinazione della MIC ad ogni antibiotico (Nair S et al., 2016). La generazione, quasi in 
tempo reale, di dati molecolari su molti ceppi contemporaneamente genera una risorsa 
significativa e una base di partenza per la ricerca e lo sviluppo di nuove tecniche e strategie. 
Nel dettaglio, è stato possibile valutare in un tempo relativamente breve quali determinanti di 
resistenza agli antibiotici, e loro varianti, fossero maggiormente diffusi nel contesto 
internazionale. La β-lattamasi più diffusa è risultata CMY-2 soprattutto in isolati provenienti 




dal Brasile, risultata assente negli isolati da Tailandia e Regno Unito e che hanno presentato, 
invece, TEM-1. Il gene aac(6’)Iy, codificanti per aminoglicoside-acetiltransferasi è risultato 
prevalente sia nei ceppi da Brasile, sia in quelli da Tailandia e Regno Unito. Mutazioni nei geni 
cromosomici parC e gyrA, che mediano la resistenza ai fluorochinoloni caratteristici della quasi 
tootalità dei ceppi dal Brasile sono risultate mediamente presenti in quelli provenienti da 
Tailandia e dal Regno Unito. sul-2, e tetA anch’essi prevalenti nei ceppi provenienti dal Brasile, 
hanno mostrato una bassa prevalenza negli altri Paesi in studio. 
È da segnalare che sono necessarie linee guida e procedure operative per raccogliere e integrare 
i dati di WGS con altre tecniche utilizzate nelle indagini epidemiologiche, al fine di garantire 
le strategie più appropriate per la tutela della salute pubblica. In linea di principio, la sequenza 
genomica di un microrganismo contiene tutte le informazioni ottenibili usando metodi di 
vecchia generazione (PFGE, PCR, sequenziamento di Sanger, MLST), ma WGS ha il 
potenziale di sostituire molte delle procedure ad alta intensità di lavoro ancora utilizzate 
(Gilchrist C et al., 2015). Nello studio, i dati molecolari sull’antibiotico-resistenza in ceppi di 
Salmonella non tifoidea hanno evidenziato caratteristiche importanti del fenomeno a livello 
globale. I ceppi provenienti dal Regno Unito hanno mostrato un livello di resistenza più basso, 
sia in termini di prevalenza dei ceppi MDR, sia di prevalenza dei determinanti genici associati 
ad essa. Gli isolati hanno mostrato, infatti, bassa resistenza ai β-lattamici, alle tetracicline e ai 
sulfamidici, nonché a macrolidi, amfenicoli e trimetoprim, ma è stata significativa la prevalenza 
dei geni coinvolti nella resistenza ad aminoglicosidi e chinoloni; inoltre, un ceppo ha presentato 
il determinante di resistenza per la fosfomicina. I ceppi provenienti dalla Tailandia hanno 
presentato un livello di resistenza intermedio, con elevata resistenza per chinoloni e 
aminoglicosidi, bassi livelli di resistenza verso β-lattamici, macrolidi, trimetoprim, sulfamidici 
e tetracicline, ma sono stati gli unici ceppi a presentare, anche se in basse percentuali, i 
determinanti di resistenza per amfenicoli. Inoltre, tali ceppi hanno mostrato un’ampia gamma 
di determinanti genici in termini di numero di varianti e di classi antibiotiche interessate. I ceppi 




provenienti dal Brasile hanno presentato livelli di multiresistenza elevati, rappresentando circa 
il 75% dei ceppi MDR in studio. La quasi totalità dei ceppi ha mostrato determinanti di 
resistenza verso β-lattamici, aminoglicosidi, chinoloni, tetracicline e sulfamidici e bassi/nulli 
livelli di resistenza a macrolidi, amfenicoli e trimetropim. Dai dati di WGS, è stato evidente 
che il Regno Unito, come l’Europa, attua strategie contenitive per il contrasto del fenomeno 
dell’AMR, soprattutto per quanto riguarda la stewardship antimicrobica, con la messa al bando 
degli antibiotici utilizzati come promotori della crescita e linee guida per l’utilizzo consapevole 
nel comparto animale di tali molecole, al fine di tutelarne l’efficacia nell’uomo. La Tailandia 
sta cercando una strategia di controllo del fenomeno indirizzata verso la tutela di quelle classi 
di antibiotici per cui ancora non è emersa una resistenza elevata. Il Brasile, data l’assenza di 
sistemi di sorveglianza, nonché di linee guida e norme sull’argomento, non sta ancora 
partecipando attivamente alla lotta a questo fenomeno, causando gravi conseguenze anche in 
altri Paesi del mondo in cui esporta i propri prodotti e con essi microrganismi e determinanti 
genici. È, dunque, necessario sensibilizzare i governi a livello mondiale riguardo il problema 
della resistenza agli antimicrobici, in modo che possano attuare strategie e imporre regole più 
stringenti nell’utilizzo di queste preziose molecole. Nonostante i tassi di AMR raggiungano 
livelli molto elevati, l’Europa presenta una legislazione precisa e stringente in termini di utilizzo 
di antibiotici a livello sanitario, soprattutto nella pratica dell’allevamento con la messa al bando 
del loro utilizzo a dosi sub-terapeutiche come promotori della crescita, al contrario di altri Paesi. 
Vi è, dunque, l’estrema necessità di un piano globale di azione e lotta all’AMR. 
In conclusione, l'applicazione di analisi molecolari per il rilevamento rapido e accurato dei 
determinanti di resistenza e di mutazioni genetiche che conferiscono resistenza è cruciale per 
ridurre e controllare il carico di infezioni da batteri MDR e per guidare nella scelta della terapia 
più efficace, nonché per comprendere l’epidemiologia e le dinamiche di diffusione 
nell'ambiente ospedaliero.  




La tipizzazione molecolare dei microrganismi patogeni assume, quindi, un ruolo centrale nella 
sorveglianza e nello studio dell’epidemiologia delle malattie infettive, mostrando un elevato 
potere discriminante e consentendo la descrizione di situazioni complesse utili ad individuare 
le strategie d’intervento più efficaci. Nonostante l’evoluzione tecnologica e i vantaggi di un 
approccio molecolare, l’applicazione di routine non è ancora avvenuta probabilmente a causa 
dei costi, che via via sono in drastica diminuzione, ma anche alla complessità di analisi che 
richiede operatori altamente formati. Cionodimeno, in questa fase di sostanziale transizione, 
l’individuazioni di Centri di riferimento potrebbe garantire l’applicazioni di queste nuove 
metodiche già da subito nella pratica clinica e nella definizione di idonee politiche di Sanità 
Pubblica. 
Pertanto, alla luce dei risultati ottenuti nel lavoro di tesi, nel setting ospedaliero è necessario 
migliorare la stewardship antimicrobica, riducendo e limitando l’utilizzo di antibiotici al fine 
di tutelare l’efficacia delle poche molecole verso le quali ancora non si è assistito ad una perdita 
sostanziale di suscettibilità, come la fosfomicina. Tali strategie andrebbero applicate a livello 
globale, in quanto la diffusione di microrganismi resistenti e dei geni associati ad essa interessa 
tutti i comparti di vita. 
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